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CO Case DC/4-33332A

D CUMENTO DE CESION
ASSIGNMENT DOCUMENT

El (los) suscrito (s), en su calidad de inventor (es) de

"Inteefepennio 03 AN Toble e

deciara (an) que cede (n) y traspasa (n) todos los derachos que les corres

+Hare adeame pome L{

porfdan en y

invento atras mericionado a NOVARTIS AG, una compafiia suiza constituida y existente
leyes de Suiza, dom|c|||ada en CH-4002 Basllea, Sulza, en cuanto se refiere a la Republica de

Golombia el HiBOIONGS 3"

The undersigned, as inventor (s) of

INTERFERING RNA DUPLEX HAVING BLUNT-ENDS AND 3'-MODIFICATIONS

e ol
jo las

hereby declare (s) that assign (s) all the rights in and to the aforementioned invention to
NOVARTIS AG, a Swiss company incorporated and existing in conformity with the laws of
Switzerland, domiciled at CH-4002 Basel, Switzerland, as far as the Republic of Colombla Is

KL

concemed.
) r
Jan& EILER 1 R FIRMA DEL CEDENTE
domiclied at domicllliado en
Kandelstrasss 4, 10541 LBmrach-Haagen, Germany
onat i FIRMA DEL. CEDENTE
domiclillado en
Ramatelweg 19, 4143 Domach, Switzeriand
Jean-Charles BOLOGNA * FIRMA DEL CEDENTE
domiciled at domiclillado en
185, rue Saint Castor, 30000 Nimes, France
o J- ety M
n¢ols Jenn-CharIu NATT . FIRMA DEL CEDENTE
iclled at domicliilado en
ugott Meye o 5, 4147 Aesch, Switzeriand
Robert HANER FIRMA DEL CEDENTE
domiclled at domicilliado en

Scheuermattweg 23, 3043 Uettligen, Switzeriand
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DOCUMENTO DE CESION
ASSIGNMENT DOCUMENT

El (los) suscrito (s), en su calidad de Inventor (es) de - JrieutoEPnQi@ 42 NN b Q&
tane exieam0s ume y medificagio?e 3"

declara (an) que cede (n) y traspasa (n) todos lcs derechos que les comespondan en y sobre el
invento atrds mencionado a NOVARTIS AG, una compaiiia suiza constituida y existente bajo las
leyes de Suiza, domiclliada en CH-4002 Basilea, Sulza, en cuanto se refiere a la Repliblica de
Colombia.

The undersigned, as Inventor (s) of
INTERFERING RNA DUPLEX HAVING BLUNT-ENDS AND 3'-MODIFICATIONS

hereby declare (s) that assign (s) all the rights In and to the aforementioned invention to
NOVARTIS AG, a Swiss company incorporated and existing in conformity with the laws of
Switzeriand, domiciled at CH-4002 Basel, Switzerland, as far as the Republic of Colombia is
concemed.

Jan WEILER FIRMA DEL CEDENTE
domiciled at domiciliiado en
Kandelstrasse 4, 79541 L8rrach-Haagen, Germany

Jonathan HALL FIRMA DEL CEDENTE
domiclied at domicliiiado en
Ramstelweg 19, 4143 Domnach, Switxe

Seza- Cka"v.s &olaq A A?’ 02{&%
Jean-Charles BOLOGNU : FIRMA DEL CEDENTE
domiciled at domicllliado en
15, rue Saint Castor, 30000 Nimes, France
Frangols Jean-Charles NATT FIRMA DEL CEDENTE
domiciled at domichfiado en
Traugott Meyer-Strasse 5, 4147 Aesch, Switzeriand
Robert HANER FIRMA DEL CEDENTE
domiclled at domicifliado en

Scheuermattweg 23, 3043 Uettligen, Switzeriand
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declara (an) que cede (n) y traspasa (n) todos los derechos que les comespondan en y sobre el
invento atrés mencionado a NOVARTIS AG, una compalfiia sulza constituida y existente bajo las
leyes de Suiza, domiciliada en CH-4002 Basllea, Suiza, en cuanto se refiere a la Repiblica de
Colombia.

The undersigned, as inventor (s) of
INTERFERING RNA DUPLEX HAVING BLUNT-ENDS AND 3'-MODIFICATIONS

hereby declare (s) that assign (s) all the rights in and to the aforementioned Invention to
NOVARTIS AG, a Swiss company incorporated and existing in conformity with the laws of
Switzerland, domiciled at CH-4002 Basel, Switzerland, as far as the Republic of Colombia is
concemed.

Jan WEILER FIRMA DEL. CEDENTE
domiciled at domicilllado en

Kandeistraase 4, 76341 LOrrach-Haagen, Germany

Jonathan HALL FIRMA DEL CEDENTE
domiciled at domicilllado en
Ramstelweg 19, 4143 Dornach, Switzeriand

Jean-Charfes BOLOGNA FIRMA DEL CEDENTE
domiciied at domicilliado en
15, rue Saint Castor, 30000 Nimes, France '

Francols Jean-Charles NATT FIRMA DEL CEDENTE
domiclled at domicliado en
Traugott Meyer-Strasse 5, 4147 Assch, Switzerland

e/ s

domiclled at domicHlllado en
Scheuermatiweag 23, 3043 Uettligen, Switzeriand
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Attestation

1, the undersigned notary public of Basel, Switzerland, certify herewith the authenticity
of the signatures of Mr. Jan Weller, German citizen, reslding In Lérrach-Haagen,
Germany, Mr. Jonathan Hall, British citlzen, residing in Dornach, Switzerland, Dr.
Francols Jean-Charles Natt, French citizen, residing In Aesch/BL, Switzerland, Mr.
Jean-Charles Bologna, French citizen, residing In Nlmes, France, and Mr. Robert
Hdner, citizen of Zullwil/SO, Switzerland, residing In Uettlingen, Switzerland.

The authenticity of the signatures was established by comparison.

BASEL, this 1* (first) day of March 2006 (twothousandandsix)
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CO Case DC/4-33332A

Assignment of Priority Rights

| / We, the undersigned
Jan WEILER, Kandelstrasse 4, 79541 L8rach-Haagen, Germany, cltizen of Germany

assign to Novartis AG, a body corporate organized according to the laws of Switzerland, of
Lichtstrasse 35, 4058 Basel, Switzeriand, the right of priority

for Colombia

in respect of the invention disclosed and claimed in my (our) patent application(s)
hersinafter identified, and in consequence thereof, authorize Novartis AG to file

in Colombla
in its name a patent application corresponding to my (our) patent application(s) filed
In USA

on  August 28, 2003 under No. 60/498,514

while claiming the priority of my {our) above named patent application(s) in conformity with
the dispositions of the Intemational Convention.

dated with effect from  August 16, 2004

No. L

Jan WEILER

00 071



Attestation

I, the undersigned notary public of Basel, Switzeriand, certify herewith the authenticity
of the signature of Mr. Jan Weller, German citizen, residing In Ldrrach-Haagen,

Germany.

The authenticity of the signature was established by comparison.
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La presente invencién se refiere a compuestos de ARN de
estructura de cadena doble con por lo menos un extremo romo que
comprende por lo menos un extremo 3' de la Féormula (l): en donde X
es O 0 S, Ry y R; son independientemente OH, NHz, SH, alquilo,
arilo, alquil-arilo, aril-alquilo, en donde el alquilo, arilo, alquil-arilo,
aril-alquilo pueden estar substituidos por é&tomos heterogéneos
adicionales y grupos funcionales, preferiblemente un atomo
heterogéneo seleccionado del grupo de N, O, 0 8§ 0o un grupo
funcional seleccionado de OH, NH;, SH, acido o éster carboxllico; o,
R; y Rz pueden ser de la formula Y-Z en donde Y 88 O, N, Sy Z es
H, alquilo, arilo, alquil-arilo, aril-alquilo, en donde el alquilo, arilo,
alquil-arilo, aril-alquilo pueden estar substituidos por &tomos
heterogéneos adiclonales, preferiblemente un é&tomo heterogéneo
seleccionado del grupo de N, O, 0 S; y en donde dicho ARN de
estructura de cadena doble media la interferencia de ARN. Las
modificaciones del extremo 3' preferidas son: fosfato, fésforotioato,

ribonucledsido abasico, fésforodiester de hidroxipropilo.

30— R,
,II- (1
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INTERFERENCIA DE ARN DOBLE QUE TIENE EXTREMOS ROMOS Y
MODIFICACIONES 3°

CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere a la inhibicién selectiva de genes
objetivo utilizando ARN de estructura de cadena doble y provee

compuestos (tiles para este propésito.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los ARN dobles cortos han demostrado que son gulas efectivas
que median la interferencia de ARN en muchos modelos in vitro e in
vivo (Hamilton y otros 1999, Zamore y otros, 2000, Caplen y otros,
2001, Elbashir y otros, 2001, Yang y otros, 2000).

Méds comunmente, los ARNsi dobles sintéticos estan disefiados
como un tramo de 19 pares base de ribonucleétidos contiguos
flanqueado con 2-3 nucledtidos no emparejados en el extreme 3' de
cada estructura de cadena (“terminal®). Se ha encontrado que estas
21-nt especies de ARNsi se van a generar durante la divisién
mediada por DICER de ARN-ds largo en mamlferos y sistemas no de
mamlifero (Bernstein y otros, 2001, Ketting y otros, 2001). Este forma
de ARNsi de 21-mer particular ha sido primeramente seleccionado
del modelo drosophila melanogaster y después resaltado con

respecto a su eficiencia (Elbashir y otros 2001). Consacuentements,
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la mayor parte de los estudios de hoy en dia que aplican ARNsis
sintéticos como inhibidores del gen se basan en este tipo de
derivado de ARNsi de 21-mer "de tipo silvestre”. Para |las terminales
usualmente se utilizan 2'-deosxinucleétidos, notablemente por
razones de costo pero también con respecto a una proteccidén
potencial contra |la actividad de nucleasa intracelular.

La presente invencién ahora provee un formato nuevo e
ingenioso para ARN de estructura de cadena doble ("ARNds") que
media ARNi. Los ARNsis de extremos romos de acuerdo con la
presente invencién superan las desventajas de los ARNsis sintéticos

con terminales 3’ que actualmente se utilizan en la técnica.
COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencién provee un ARN de estructura de cadena
doble con por lo menos un extremo romo que comprende por lo

menos un extremo 3' de la formula:

voln
I

férmula |
en donde

XesOo0$S

R:; ¥y R; son independientemente OH, NH;, SH, alquilo, arilo,
alquil-arilo, aril-alquilo, en donde el aiquilo, arilo, alquil-arilo, aril-

alquilo pueden estar substituidos por atomos heterogéneos
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adicionales y grupos funcionales, preferiblemente un &atomo
heterogéneo seleccionado del grupo que consiste de N, O, 0 8§ o un
grupo funcional seleccionado del grupo OH, NH,, SH, acido o éster
carboxllico;

También, R, y R; pueden ser de la férmula Y-Z en donde Y es
O, N, Sy Zes H, alquilo, arilo, alquil-arilo, aril-alquilo, en donde el
alquilo, arilo, alquil-arilo, aril-alquilo pueden estar substituldos por
#tomos heterogéneos adicionales, preferiblemente un 4tomo
heterogéneo seleccionado del grupo de N, O, 0 S;

y en donde dicho ARN de estructura de cadena doble media la

interferencia de ARN.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se basa en el sorprendente hallazgo de
que las moléculas de ARN de estructura de cadena dobile sintéticas
(RNAds) con por lo menos un extremo romo comprenden incierto tipo
de modificacién quimica que eficientemente media la interferencia de
ARN. Los ARNdss de acuerdo con la presente invencién son
particularmente utiles para métodos de alta capacidad de produccién
utilizando ARNsis debido a su procedimiento sintético simplificado,
tal como por ejemplo el uso de un soporte sdlido universal.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a ARN de
estructura de cadena doble con por lo menos un extremo romo y que

comprende por lo menos un extremo 3' de la férmula:
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en donde

Xes 0,08

R, vy R; son independientemente OH, NH;, SH, alquilo, arilo,
alquil-arilo, aril-alquilo, en donde el alquilo.larilo. alquil-arilo, aril-
alquilo puede estar substituido a través de Atomos heterogéneos
adicionales y grupos funcionales, preferiblemente un é&atomo
heterogéneo seleccionado del grupo de N, O, o S o un grupo
funcional seleccionado de CH, NH2, SH, acido o éster carboxilico;

También, Ry y R; pueden ser de la férmula Y-Z en donde Y es
O, N, Sy Z es H, alquilo, arilo, alquil-arilo, aril-alquilo, en donde el
alquilo, arilo, alquil-arilo, arii-alquilo pueden estar substituidos por
datomos heterogéneos adicionales, preferiblemente un &atomo
heterogéneo seleccionado del grupo de N, O, o S;

y en donde dicho ARN de estructura de cadena doble media la
interferencia de ARN.

Ry y R; también pueden formar una estructura clclica, por
ejemplo, un anillo carbociclico o heterociclico, la estructura de anillo
preferiblemente teniendo de 3 a 7 miembros.

En una modalidad preferida, Z es uno o0 més nucledsidos
abéasicos, preferiblemente porciones de nucledésidos. Las porciones
de nucledsido pueden estar enlazadas través de un grupo

foafodiéster o fésforotioato.

}b
\ 9
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En otra modalidad preferida, Ry es OH. En oira modalidad
preferida, R; y Rz juntos comprenden de 1 a 24 atomos de carbono
mas preferiblemente de 1 a 12, o de 2 a 10 y mas preferiblemente de
1 a 8 o de 2 a 8. En otra modalidad preferida, R, y R; son
independientemente OH, alquilo inferior, arilo inferior, alquil-arilo
inferior, aril-alquilo inferior, en donde el arilo inferior, alquil-arilo
inferior, aril-alquilo inferior pueden estar substituidos por dtomos
heterogéneaos adicionales y grupos funcionales como se definid
anteriormente. En otra modalidad preferida, R, y R; ambos no son
OH.

El término “inferior® en conexién con radicales organicos o
compuestos significa un compuesto o radical que puede ser
ramificado o no ramificado con hasta e incluyendo 7 Atomos de
carbono, preferiblemente de 1-4 atomos de carbono. Alquilo inferior
representa, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo,
sec-butilo, ter-butiio, n-pentilo y pentilo ramificado, n-hexilo y hexilo
ramificado.

En un aspecto relacionado, la presente invencién se refiere a
ARN de estructura de cadena doble con por lo menos un extremo

romo comprendiendo por lo menos un extreamo 3' de la férmula:

'S

0""' [
fion
o férmula 11

en donde Ry es OH, NH;, SH, alquilo, arilo, alquil-arilo, aril-alquilo,

en donde el alquilo, arilo, alquil-arilo, aril-alquilo puede estar
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substituido a través de atomos heterogéneos adicionales y grupos
funcionales, preferiblemente un atomo heterogéneo seleccionado del
grupo de N, O, 0 S y R, es independientemente alquilo, arilo, alquil-
arilo, aril-alquilo, en donde el alquilo, arilo, alquil-arilo, aril-alquilo
puede estar substituido por atomos heterogéneos adicionales,
preferiblemente un dtomo heterogéneo seleccionado del grupo de N,
O, 0 S o un grupo funcional seleccionado del grupo de OH, NH;, SH,
dcido o éster carboxlilico, y en donde dicho ARN de estructura de
cadena media la interferencia de ARN. R; y R, también pueden
formar una estructura ciclica, por ejemplo, la estructura de anillo
preferiblemente de 3 a 7 miembros.

Rs y R, ademas comprenden atomos heterogéneos adicionales,
preferiblemente un atomo heterogéneo seleccionado del grupo de N,
O, 08S.

En una modalidad preferida, Ry s OH. En otra modalidad
preferida, R; y Ry, respectivamente, juntos comprenden de 1 a 24
dtomos de carbono mas preferiblemente de 1 a 12, o de 2 a 10, y
mas preferiblemente de 1 a 8 o de 2 a 8. En otra modalidad
preferida, Ry es alquilo inferior, arilo inferior, alquil-arilo inferior,
aril-alquilo inferior, en donde el alquilo inferior, arilo inferior, alquil-
arllo inferior, aril-alquilo Inferior, pueden estar substituidos por
dtomos heterogéneos adicionales y grupos funcionales como se
definié anteriormente y R, es, independientemente es alquilo inferior,
arilo inferior, alquil-arilo inferior, aril-alquilo inferior, en donde el

alquilo inferior, arilo inferior, alquil-arilo inferior, aril-alquilo inferior,

)
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pueden estar substituidos por atomos heterogéneos adicionales y

7

grupos funcionales como se definié anteriormente

En un aspecto relacionado, la presente invencidén se refiere a
ARN de estructura de cadena doble con por |lo menos un extremo
romo comprendiendo por 1o menos un extremo 3' de la férmula:

Ry
,

J formula |

en donde Ry y Re son iguales o diferentes y son H, alquilo, arilo,
alquil-arilo, aril-alquilo, en donde el alquilo, arilo, alquil-arilo, aril-
alquilo pueden estar substituidos por atomos heterogéneos,
preferiblemente un atomo haterogéneo seleccionado del grupo de N,
O 0 S, oun grupo funcional seleccionado del grupo de OH, NH;, SH,
édcido o éster carboxilico, en donde el ARN de estructura de cadena
doble media la interferencia de ARN. Rs y Ry también pueden formar
una estructura cliclica, por ejemplo, un anillo carboclclico o
heterociclico, la estructura de anillo preferiblemente teniendo de 3 a
7 miembros. R; y Re ademas comprende atomos heterogéneos
adiclonales, preferiblemente un d4tomo heterogéneo seleccionado del
grupode N, O o S.

En una modalidad preferida, R; y Re, respectivamente, juntos
comprenden de 1 a 24 atomos de carbono, més preferiblemente de 1
a12o0de 2 a 10, y mas preferiblemente de 1 a 6 0 de 2 a 6. En otra
modalidad preferida, Rs y Rs 8son independientemente alquilo inferior,

arilo inferior, alquil-arilo inferior, aril-alquilo inferior, en donde
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alquilo inferior, arilo inferior, alquil-arilo inferior, aril-alquilo inferior
pueden estar substituidos por atomos heterogéneos adicionales y
grupos funcionales como se definié anteriormente. En otra modalidad
Rs ¥y Rg ambos no son H.

Las moléculas de ARN de la presente invencién tendran por lo
menos una estructura de cadena que comprende un extremo 3' de la
férmula [, Il o Ill. Preferiblemente, ambas estructuras de cadena de
ARN de estructura de cadena doble que comprende extremos 3'
comprendiendo un grupo de la formula I, Il o lll. Las moléculas de
ARN de la presente invencion ademdés tendran por [0 menos un
extremo romo, preferiblemente dos extremos romos. En una
modalidad particularmente preferida, |las moléculas de ARN de la
presente invencidon tienen extremos romos en ambos lados y ambos
extremos comprenden extremos 3’ de la férmula I, Il o Ill.

Las moléculas de ARN de acuerdo con la presente invencién
tendran por lo menos un caracter de estructura de cadena doble
parcialmente. En una modalidad preferida, son completamente de
estructura de cadena doble. Pueden estar compuestas de dos
estructuras de cadena separadas, pero también pueden estar
compuestas de una estructura de cadena que forma un bucle de
horquilla. En una modalidad particularmente preferida, las moléculas
de ARN de Ila presente invencién estdn compuestas de dos
estructuras de cadena separadas que son completamente de
estructura de cadena doble comprendiendo por lo menos uno,

preferiblemente dos extremos romos.

>0
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Las moléculas de ARN de acuerdo con la presente invencién
median la interferencia de ARN ("ARNi"). El término “"ARNi" es bien
conocido en la técnica y cominmente se entiende que significa la
inhibicién de uno o mds genes objetivo en una célula a través de
ARNds con una regién que es complementaria al. gen objetivo. Se
conocen varios ensayos en |a técnica para probar ARNds para su
habilidad para mediar A.RNi (ver, por ejemplo Elbashir y otros,
Methods 26 (2002), 199-213). El efecto d;. los ARNde de acuerdo con
la presente invencién en la expresién del gen tipicamente dard como
resultado la expresidén de un gen objetivo que estd siendo inhibido
mediante por lo menos 10%, 33%, 50%, 90%, 5% o 89% cuando se
compara con una ceélula no tratada con las moléculas de ARN de
acuerdo con la presente invencidn.

Las moléculas de ARN de acuerdo con |la presente invencién
comprenden una region de estructura de cadena doble que es
substancialmente idéntica a una regién de ARNm del gen objetivo.
Particularmente preferida es una regién con 100% de identidad con
la secuencia correspondiente del gen objetivo. Sin embargo, Ila
regién también puede contener una o més diferencias segun
comparado con la regién correspondiente del gen objetivo. La
presente invencién incluye moléculas de ARN que activan méas de un
gen. En una modalidad preferida, las moléculas de ARN de Ila
presente invencidén especificamente activan mds de un gen. Con el
fin de solamente activar el ARNm deseado, el reactivo de ARNSi

debera tener 100% de homologia con ARNm objetivo y por lo menos
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dos nucleétidos no coincidentes con todos los otros genes presentes
en la célula u organismo. Los métodos para analizar e identificar
ARNdss con identidad de secuencia suficiente con el fin de
efectivamente inhibir la expresibn de una secuencia objetivo
especifica son conocidos en ia técnica. La identidad de secuencia se
puede optimizar a través de la comparacién de la secuencia y los
algoritmos de alineacién conocidos en la técnica (ver, Gribskov y
Devereux, Sequence Analysis Primer, Stockton Press, 1991, y
referencias citadas ahl) y calculando el porcentaje de diferencia
entre las secuencias de nucledtido a través de, por ejemplo, el
aigoritmo de Smith-Waterman seglin implementado en el programa de
software BESTFIT, utilizando pardmetros por omisién (por ejemplo,
University of Wisconsin Genetic Computing Group). Otro factor que
afecta la eficiencia del reactivo ARNi es la regién objetivo del gen
objetivo. La regién de un gen objetivo efectiva para la inhibicidn de
ARNi se puede determinar a través de experimentaclén. La regién
objetivo de ARNm més preferida serla la region de codificacién.
También se prefieren regiones no traducidas, particularmente los
empalmes de division 3'-UTR. Por ejemplo, los ensayos de
transfeccibn como se describen en Elbashir S. M. y otros, 2001
EMBO J., 20, 6877-6888 se pueden llevar a cabo para este propésito.
Existen en la técnica un numero de otros ensayos y métodos
adecuados que son bien conocidos para alguien con experiencia en
la técnica.

La longitud de la regién complementaria de las moléculas de
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ARN de acuerdo con la presente invencién es preferiblemente de 10
a 100 nucledétidos, mas preferiblemente de 15 a 50 nucledtidos, aun
méas preferiblemente de 17 a 30 nucledétidos y mas preferiblemente de
19 a 25 nucledtidos. En una modalidad particularmente preferida las
moléculas de ARN de acuerdo con la presente invencidn consiste de
moléculas de ARNds cortas que tienen una longitud de 15 a 50
nucledtidos, mas preferiblemente de 17 a 30 nucledtidos y mas
preferiblemente de 18 a 25 nucledétidos.

El extreme 3' del ARNds de acuerdo con la presente invencién
confiere una alta estabilidad in vivo en medio de suero y de
crecimiento para los cultivos de célula. De esta forma los ARNds de
acuerdo con la presente invencidn no requieren de estabilizacién
adicional contra |la degradacion de nucleasa como es comun en la
técnica, por ejemplo, a través de Ila adicidn de la terminal 3'de 2 0 3
desoxinucledtidos. Sin embargo, los ARNds de acuerdo con la
presente invencién también pueden contener por lo menos un
ribonucledétido modificado o no natural. Las modificaciones preferidas
se incluyen, pero no se limitan a modificaciones en [a posicién 2' de
la porcién de azdcar, tal como por ejemplo 2'-O--(2-metoxietilo) o 2'-
MOE) (Martin y otros, Helv. Chim. Acta, 1985, 78, 486-504) es decir,
un grupo alcoxialcoxi. Otras modificaciones preferidas incluyen las
modificaciones del eje incluyendo, pero no limitdndose al reemplazo
del grupo fésforester que conecta los ribonucledtidos adyacentes con
por ejemplo los fdsforotioatos, fésforotioatos quirales o

fésforoditioatos. Los métodos para la sintesis del ribonucleétido
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modificado o no natural son bien conocidos y faciilmente disponibles
para aquellos con experiencia en la técnica.

Las moléculas de ARNds se pueden preparar a través de un
método que comprende los pasos:

(i) sintetizar las dos estructuras de cadena del ARN cada una
utilizando, por ejemplo, quimica TOM como se ilustra en el Ejemplo
1. Otros métodos para sintaetizar ARN son facilmente aparentes para
aquellos con experiencia en |la técnica. La reaccidén se puede llevar
cabo en solucién, preferiblemente, sobre fase sélida o a través del
uso de reactivos soportados por polimero.

(ii) combinar las estructuras de cadena del ARN sintetizado
bajo condiciones, en donde la molécula de ARNds se forma, |la cual
es capaz de mediar ARN.

En otro aspecto, la presente invencién provee métodos para la
inhibicibn de un gen objetivo que comprenden introducir dentro de
una célula de ARNds de acuerdo con la presente invencidon, la cual
es capaz de inhibir por lo menos un gen objetivo a través de ARNI.
También, mas de una especie de ARNds, la cual cada una es
especifica para otra regién objetivo, se puede introducir dentro de
una célula al mismo tiempo o secuencialmente. E| ARNds de acuerdo
con la presente invencidn, se puade introducir dentro de una célula a
través de varios métodos estdndares en ingenieria genética,
incluyendo métodos fisicos, por ejemplo, difusién simple, a través de
inyeccion de una solucién conteniendo el 4cido nucleico, bombardeo

con particulas cubiertas con el acido nucleico, empapando la célula u
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organismo en una soluclén del &cido nucleico, lipofeccion o
electroporacién de las membranas de célula en la presencia de dcido
nucleico. Un método particularmente preferido para entregar acidos
nucleicos es el uso de lipofeccién. Las células subsecuentemente se
controlan bajo condiciones bajo las cuales el ARNIi ocurre. Sera
facilmente aparente para el técnico experto bajo que condiciones una
Ilnea de célula dada se controla con el fin de que ocurra ese ARNI.
Este método para la inhibicién de un gen objetivo se puede utilizar
terapéuticamente (por ejemplo, para destruir un gen sobre expresado
en una enfermedad particular) o para investigacién (por ejemplo,
examinar I|la funcion de un gen o validar objetivos para el
descubrimiento de farmacos). En una modalidad preferida, la funcién
del gen se elimina completamente a través de este método, es decir,
la destruccién de las células para un gen particular se puede generar
a través de este método.

En una modalidad preferida, |la célula es una célula de
mamlifero, mas preferiblemente una célula de ser humano. El tipo y
origen de la célula no es critico para la invencidn, de esta forma ia
invencién incluye por ejemplo, células de masa de célula interna,
células de ectodermo extra embri6bnicas o de tallo embridnicas,
totipotentes o pluripotentes, dividiendo o no dividiendo, parénquima
o del epitelio, inmortalizadas o transformadas o similares. La célula
puede ser una célula de tallo o una célula diferenciada. Los tipos de
células que estan diferenciadas incluyen sin limitacién, adipocitos,

fibroblastos, miocitos, cardiomiocitos, endotelio, células dendriticas,

25
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neuronas, glia, células de mastil, células sanguineas, y leucocitos
{(por ejemplo, eritrocitos, megacariotes, linfocitos, tales como B, Ty
células aniquiladoras naturales), células epiteliales, queratinocitos,
condrocitos, osteablastos, osteoclastos, hepatocitos, y céluias de las
glandulas endocrina o exocrina, asl como células sensoras.

En otro aspecto, el ARNds de acuerdo con la presente
invencién se utiliza para la identificacién de la funcién del gen en un
organismo en donde se inhibe la actividad del gen objetivo de la
funcién previamente desconocida. En lugar del consumo de tiempo y
aislamiento de laboratorio de los mutantes a través de clasificacién
genética tradicional, Ila genétmica funcional contemplaria Ia
determinacién de la funcién de genes no caracterizados a través del
empleo de ARNds de acuerdo con la presente invencién, para reducir
la cantidad y/o alterar el cronometraje de la actividad del gen
objetivo. El ARNds de acuerdo con la presente invencién se podria
utilizar en la determinacibn de objetivos potenciales para
farmacéuticos, entendiendo los eventos normales y patoldgicos
asociados con el desarrollp, determinacién de las trayectorias de
sefializaciéon responsables del desarrollo/envejecimiento postnatal y
similares. La velocidad aumentada para adquirir la informacién de la
secuencia de nucledtido del gendémico y los origenes dal! gen
expresados, incluyendo el genoma humano, se pueden acoplar con la
invencién para determinar la funcién del gen en sistemas de
mamliferos, en particular sistemas de cultivo de célula de seres

humanos.
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Para facilitar cual ARN puede ser introducido dentro una célula
de mamifero intacta conteniendo el gen objetivo para habilitar al
método en la inhibicion de un gen objetivo de acuerdo con Ia
presente invencidén que se va a utilizar en la clasificacién de la alta
produccién (HTS). Por ejemplo, las soluciones conteniendo
moléculas de ARN de acuerdo con la presente invencién que son
capaces de inhibir un gen objetivo dado se pueden colocar dentro de
cavidades individuales colocadas sobre una placa de microtitulacion
como un arreglo ordenado. Subsecuentemente, las células intactas
en cada cavidad se pueden ensayar para cualesquiera cambios o
modificaciones en el comportamiento o desarrollo debido a Ila
inhibicibn de la actividad del gen objetivo o a través proteémica,
gendmica o técnicas de biologla molecular estdndares. De esta
forma, la funcién del gen objetivo se puede ensayar a partir de los
efectos que tiene sobre la célula cuando se inhibe la actividad del
gen.

La presente invencién no estd limitada a ningun tipo de gen
objetivo o secuencia de nucleétido. Por ejemplo, el gen objetivo
puede ser un gen celular, un gen endégeno, un gen asociado con
patbgeno, un gen vitral o un oncogen. Las siguientes clases de
posibles genes objetivos se listan para propésitos ilustrativos
solamente y no se interpretardn como Ilimitante: factores de
transcripcién y genes de desarrollo (por ejemplo, moléculas de
adhesién, inhibidores de quinasa de ciclina, miembros de la familia

Wnt, miembros de la familia Pax, miembros de la familia de hélice

a7t
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Winged, miembros de la familia Hox ,cotoquinas/linfoquinas y sus
receptores, factores de crecimiento /diferenciacién y sus receptores,
neurotransmisores y sus receptores); oncogenes, (por ejemplio ABLI,
BCLI, BCL2, BCL8, CBFA2, CBL, CSFIR, ERBA, ERBB, ERBB2, ETSI,
ETV6, FGR, FOS, FYN, HCR, HRAS, JUN, KRAS, LCK, LYN, MDM2,
MLL, MYB, MYC, MYCLI, MYCN, NRAS, PIMI, PML, RET, SKP2, SRC,
TALl, TCL3, y YES); genes supresores de tumor (por ejemplo, APC,
BRAI, BRCA2, CTMP, MADH4, MCC, NFI, NF2, RBI, TP53, y WTI); y
enzimas (por ejemplo, desaturasas e hidroxilasas ACP, ADP-glucosa
piroforilasas, ATPasas, alcohol de deshidrogenasas, an'.lilasas.
amiloglucosidasas, catalasas, ciclooxigenasas, descarboxilasas,
dextrinasas, polimerasas de ADN y ARN, galactosidasas, oxidasas de
glucosa, GTPasas, helicasas, inegrasas, insulinazas, invertasas,
isomerasas, cinasas, lactasas, lipasas, lipooxigenasas, lisozimas,
peroxidasas, fosfatasas, fosfolipasas, fésforolisas, proteinasas, y
peptidasas, recombinasas, transcriptasas inversas, telomerasa,
incluyendo componentes de ARN y/o protelna, y topoisomerasas).

Un gen derivado de cualquier patdgeno se puede activar para
inhibicién. Por ejemplo, el gen causarfa inmunosupresién del
huésped directamente o puede ser esencial para la replicacién del
patégeno, transmisién del patégeno, o mantenimiento de la infeccién.
Las células en riesgo de Infeccidon a través de un patdgeno o células
ya infectadas, tales como las células infectadas a través infecciones
del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), infecciones de

influenza, malaria, hepatitis, plasmodio, citomegalovirus, virus de

7%
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herpes simple, y virus de enfermedad de pies y boca se pueden
activar para tratamiento a través de la introduccién de ARN de
acuerdo con Ila invencién. El gen objetivo podria ser un patégeno o
gen huésped responsable de la entrada de un patdégeno dentro de su
huésped, metabolismo de farmaco a través del patégeno o huésped,
replicacién o integracién del genoma del patégeno, establecimiento o
difusién de una infeccién en el huésped, o ensamble de la siguiente
generacion del patégeno. Los métodos de profilaxis (es decir,
prevencién o riesgo disminuido de infeccién), asl como la reduccidn
en la frecuencia y severidad de los sintomas asociados con la
infeccién, pueden ser contemplados.

En otro aspecto, la invencibn ademds provee un método para
identificar y/o caracterizar los agentes farmacolégicos que actlian en
por lo menos una protelna objetivo que comprende: poner en
contacto una célula eucariética, preferiblemente una célula de
mamifero, mas preferiblemente una célula de ser humano capaz de
expresar por |lo menos un gen enddgeno que codifica para la
proteina(s) de interés con (a) por lo menos una molécula de ARNds
de acuerdo con la presente invencién, la cual es capaz de inhibir la
expresidn del gen(es) que codifican la protelna(s) de interés y (b)
una substancia de prueba o una coleccién de substancias de prueba
en donde las propiedades farmacolégicas de dicha substancia de
prueba o dicha colecciéon van a ser identificadas y/o caracierizadaa.
Las células podrian ser concomitantemente o secuencialmente

contactadas con el ARNds y el compuesto(s) que se va a probar, el
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orden en el cual las células se ponen en contacto con el ARNds y el
compuesto(s) no es crucial. En una modalidad preferida, las células
ademas comprenden por lo menos un acido nucleico exégeno que
codifica una forma variante 0 mutada de |la protelna(s) de interés, en
donde en la expresién de dicho acido nucleico exégeno es menos
inhibida a través de dicho ARNds.

En otro aspecto, la invencidén también provee un equipo que
comprende reactivos para inhibir la expresién de un gen objetivo en
una célula, en donde dicho equipo comprende ARNds de acuerdo con
la presente invenciédn. El equipo comprende por lo menos uno de los
reactivos necesarios para llevar a cabo la introduccién /n vitro o in
vivo del ARNds de acuerdo con la presente invencién a las muestras
o0 sujetos de prueba. En una modalidad preferida, dichos equipos
también comprenden instrucciones detallando los procedimientos a
través de los cuales los componentes del equipo se van a utilizar.

Otro aspecto de |la presente invencién provee composiciones y
formulaciones farmacéuticas que incluyen ARNds de acuerdo con la
presente invenciéon que es capaz de inhibir por lo menos gen objetivo
mediante el ARNi. Las composiciones farmacéuticas también pueden
contener mas de una especie de ARNds que es especifica para otra
regién objetivo. Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién pueden administrarse en un nuimero de formas
dependiendo de si se desea un tratamiento local o sistémico y
dependioendo del 4rea que se va a tratar. La administracién puede ser

tépica (incluyendo distribucién oftdlmica y a las membranas
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mucosas, incluyendo distribucién vaginal y rectal), pulmonar, por
ejemplo, a través de inhalacién de polvos y aerosoles, incluyendo a
través de nebulizador; intratraqueal, intranasal, epidérmica vy
transdérmica), oral o parenteral. La administracién parenteral incluye
inyeccibn o infusién intravenosa, intraarterial, subcuténea,
intraperitoneal o intramuscular; o intracraneal, por ejemplo,
administracidon intratecal o intraventricular.

Las composiciones de la presente invencion se pueden formular
en cualquiera de muchas formas de dosificacién posibles tales como,
pero no limitandose a, tabletas, capsulas, jarabes lIiquidos, geles
suaves, supositorios y enemas. Las composiciones de la presente
invencion también se pueden formular como suspensiones en medios
acuosos, no acuosos o mixtos. Las suspensiones acuosas ademas
pueden contener substancias que incrementan la viscosidad de la
suspensién incluyendo, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio,
sorbitol y/o dextrana. La suspensién puede proveerse como una sal y
se puede formar con muchos acidos, incluyendo, pero no limitdndose
a, clorhidrico, sulfdrico, acético, lactico, tartdrico, malico, succlnico,
etc. Las sales tienden a ser mas solubles en solventes acuosos u
otros solventes proténicos que son las formas base libres
correspondientes. En otros casos, |la preparacién preferida puede ser
un polvo liofilizado que puede contener cualquiera o todos los
siguientes: de 1-50 mM de histidina, 0. %-2% sacarosa, y 2-7% de
manitol, a un rango de pH de 4.5 a 5.5, que estd combinado con el

regulador de pH antes de uso.

ed

.%Q



10

15

20

25

20

La determinacion de una dosis efectiva es bien conocida dentro
de |a capacidad de aquellos con experiencia en la técnica. La
eficacia terapéutica y la toxicidad se pueden determinar a través de
procedimientos farmacéuticos estandares en cultivos de célula o
animales experimentales, por ejemplo, ED50 (la dosis
terapéuticamente efectiva en 50% de la poblacién) y LD50 (la dosis
letal para el 50% de la poblacidn). La proporcién de la dosis entre
los efectos tdxicos y terapéuticos es el Indice terapéutico, y se
puede expresar como la proporcién, LDS50/EDS50. Las composiciones
farmacéuticas que exhiben grandes Indices terapéuticos son
preferidas. Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo de célula y
estudios en animales se utilizan en la formulacién del rango de
dosificacidn para uso humano. La dosis contenida en dichas
composiciones esta preferiblemente dentro del rango de las
concentraciones en circulaciéon que incluyen el ED50 con poca o
nada de toxicidad. Las dosis varfan dentro de este rango
dependiendo de la forma de dosis empleada, la sensibilidad del
paciente, y la ruta de administracion. Las cantidades de dosis
normales pueden variar de 0.1 a 100,000 microgramos, hasta un total
de dosis de alrededor de 1 g, dependiendo de |a ruta de
administracién. La gula para dosis y métodos particulares de
suministro se proveen en la literatura y generalmente estan
disponibles para los practicantes en la técnica. Aquellos con
experiencia en la técnica emplearan diferentes formulaciones de

nucledtidos que para proteinas y sus inhibidores. Similarmente, la

ris
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distribucién de los polinucledtidos o polipéptidos serd especifica
para las células, condiciones, lugares particulares, etc.
Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar, pero no limitar ia

invencién.,

EJEMPLOS

EJEMPLO 1
Procedimientos para |a sintesis del soporte sélido LM-17

A una solucién de 1,3-propandiol (20 mi, 268 mmoles) en 20 ml
de piridina absoluta bajo una atmdsfera de argdén se agregd 4,4'-
dimetoxitrifenilclorometano (1.87 g, 5.4 mmoles). Después de agitar
temperatura ambiente durante 10 minutos, la mezcla se vacid sobre
una mezcla de hielo/agua y se exirajo con acetato de etilo (dos
veces). Las fases organicas combinadas se lavaron con agua (dos
veces) y salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y
se concentraron. El liquido café obtenido se purificé a través de
cromatografia de columna (gel de sllice, eluyente: acetato de
etilo/hexanos = 1:2) produciendo 1.56 g (77%) de LM-14 como un

aceite ligeramente amarillo.

a7
i
2



10

15

20

25

propll} de écldo succinico {(LM-15)

anhidrido succinico
A~ N.N-dimetiaminopkidina A J\,),m

Li-14 LM-16

A una solucién de LM-14 (250 mg, 0.89 mmoles) en § ml de
piridina absoluta se agregdé N,N-dimetilaminopiridina (45 mg, 0.37
mmoles). Después de la adicién de anhidrido succinico (57 mg, 0.57
mmoles) la mezcla se agité a temperatura ambiente durante ia noche.
La mezcla de reaccién se diluyd con acetato de etilo y se lavd tres
veces con salmuera. La fase orgénica s8¢ %ecd sobre sulfato de
sodio, se filtr6 y se concentré para producir 536 mg del crudo LM-15

el cual se utilizé sin purificacién adicional en el paso subsiguiente.

Soporte sélido LM-17

Wtft/\r" T ...u»v\i/\["-m’

LM-16

A una solucién de 0.869 mmoles del crudo LM-15 en una mezcla
de 5 ml de DMF absoluto se agregaron 0,13 ml de piridina, 4-
nitrofenol (143 mg, 1.0 mmoles) y N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC,
158 mg, 0.76 mmoles) bajo una atmésfera de argén. La solucidn
amarilla se agité a temperatura ambiente durante dos dias, después
de lo cual se formd una suspensién amarilla. Después de la filtracidon

sobre celite, se agregaron 457 mg de poliestireno derivatizado con
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amino al filtrado. Se agregaron 0.048 ml de trietilamina y la mezcla
se agitd utilizando un agitador de botella mecanico durante 24 horas.
La mezcla se filtr6 y el soporte sélido se lavé dos veces, cada una
con 5 m de DMF, 5 ml de metanol y 5§ ml de éter dietllico para dar
453 mg de LM-17. La cuantificacién (absorcién 498 nm) de los
grupos dietilo liberada después del tratamiento con 0.1 ml de una de
1.8 g de solucién de acido p-toluensulfénico en 100 ml de

acetonitrilo revel6 una carga de 14 umoles/g.

EJEMPLO 2
1. Sintesis de Oligoribonucledtides (ARNsI's)

Los oligoribonucleétidos sintéticos modificados descritos en
esta invencién se pueden preparar utilizando quimica de
fosforoamidita TOM estdndar en Sintetizadores ABI394 o
Expedite/Moss (Applied Biosystems). Las fésforamiditas se
disolvieron en acetonitrilo a una concentracién de 0.05 M (0.2 M en
OligoPilot Il), el acoplamiento se hizo a través de la activacién de
fosforoamiditas mediante una solucién de 0.2 M de triflato de
bencimidazolio en acetonitrilo. Los tiempos de acoplamiento estén
usualmente comprendidos entre 3-8 minutos. Se hace una primera
encapsulacién se hace a través de reactivos de encapsulacién
estdndares. La oxidacién se hace a través de una solucién de 0.1 M
de yodo en THF/Piridina/l/Agua (77:20:3) o 0.5 M de t-

butilhidroxiperéxido (Fluka) en diclorometano durante dos minutos.

25
M
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Una segunda encapsulacién se llevé a cabo después de Ila oxidacidn.
Las cadenas en crecimiento del oligonucleétido se destritilaron para
el siguiente acoplamiento a través de dcldo dicloroacético al 2% en
diclorometano o dicloroetano. Después de la finalizacion de las
secuencias, los compuestos enlazados al soporte se dividieron y se
desprotegieron como “Tritilo-en* a través de solucién de metilamina
(41% de metilamina acuosa/33% de metilamina etanélica 1:1 v/v) a
35°C durante 6 horas. Las suspensiones resultantes se liofilizaron a
sequedad. Los grupos 2'-O-silllo se removieron una vez el
tratamiento con fluoruro de 1M de tetrabutilamonio, 10 minutos, a
50°C y 8 horas a 35°C. Las soluciones crudas obtenidas se
purificaron directamente a través de RP-HPLC. Los compuestos
destritlados purificados se analizaron a través de espectrometria de
Masas de Electroaspersion y Electroforesis de Gel Capilar y se
cuantificaron a través de UV de acuerdo con su coeficiente de
extincién a 260 nM. Las secuencias de oligonucledtido se listan en el

Cuadro 1:

P

Y
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Apodo Objetivo Estructura de cadena Estructura de cadena
antisentido sentido
 ARNs| 8646 p2x3 ACU CCA UCC AGC CGA UCA CUC GGC UGG AUG
GUG Aasg GAG Utst
C3-8646 p2x3 ACU CCA UCC AGC CGA UCACUC GGC UGG AUG |
GUG A-C3 GAG U-C3
fosfato-8646 p2x3 ACU CCAUCC AGC CGA UCA CUC GGC UGG AUG |
abésico-8646 p2x3 GUG A-GAG U-p ACU CCA | UCA CUC GGC UGG AUG |
UCC AGC CGA GAG Uab-ab
GUG A-ab-ab
ARNSI 8549 luc UCG AAG UAC UCA GCG CUU ACG CUG AGU ACU
UAA GdTdT UCG AdTdT
ARNSI-10557 GAPDH GGC CAUCCACAGUCU | CAG AAG ACUGUG GAU |
UCU Ggg GGC CUU
MM ARNsi-10559 GGC CAG CCA CAU UCG AAG ACG AAU GUG GCU
GAPDH UCU Ugg GGC CuU
C3-10569 GAPDH GGC CAU CCA CAG UCU CAG AAG-ACU GUG GAU |
UCU G-C3 GGC C-C3
MM C3-10671 GAPDH GGC CAG CCACAU UCG AAG ACG AAU GUG GCU
UCU UC3 GGC C-C3
ARNs2 hGAPDH | CAU GUA GUU GAG GUC CAUUGACCUCAACUA |
AAU Gsa CAU GUU
ARNsi2 MM hGAPDH | CAU GUA GAU GAU GUC CAU CGA CAU CAU CUA
GAU Gaa CAU GUU
[C3-ARNsI2 hGAPDH | CAU GUA GUU GAG GUC CAU UGA CCU CAA CUA
AAU G-C3 CAU G-C3
 C3-ARNsi2Z MM hGAPDH | CAU GUA GAU GAU GUC CAU CGA CAU CAU CUA
GAU G-C3 CAU GC3
OH-ARNsI hGAPDH | CAU GUA GAU GAU GUC CAU UGA CCU CAA CUA
GAU G CAU G
P2-ARNSi hGAPDH | CAU GUA GAU GAU GUC CAU UGA CCU CAA CUA
GAU G-p CAU Gp
N: ARN, n: 2'-metoxietil ribonucledsido, dN: desoxiribonlcleosido,

ab: ribonucledsido

abdasico, p:

fosfato, s:

fésforotioato,

C3:

37
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hidroxipropilfésfodiester

EJEMPLO 3
3.1 Materlale M o8

Materiales: La oligofectamina y otros reactivos del cultivo de
célula se obtuvieron de Life Technologies, GibcoBRL, ahora
Invitrogen, Gaithersburg, MD). JetPEl se compré en Polyplus-
Transfection (llikirch, Francia).

Lineas de célula: Se generaron células de ovario de hdmster
Chino establemente transfectadas (CHO-K1) (ATCC CCL61, American
Type Culture Collection, Rockville, MD) expresando P2X; de rata
recombinante como se describe por (Hemmings y otros, NAR 31
(2003), 2117-2128). Las células CHO se cultivaron en medio esencial
minimo (MEM-a) suplementado con 10% (v/v) de FBS, 2 mM de
glutamina en una cdmara humidificada con CO, al 5%. Las células
Hela se cultivaron en medio esencial modificado de Dulbeco (DMEM
41965) suplementado con 10% (v/v) de FBS, 2 mM de glutamina en
una camara humidifica con CO; al 5%.

Sintesis del oligonucleétido: Los oligoribonuclettidos &ge
compraron en Qiagen o se sintetizaron utilizando quimica de
féosforoamidita TOM, como se describe por el fabricante (Qiagen) y
gse purificaron a través de RP-HPLC. Los oligoribonucléotidos de 3'-
hidroxipropilfosfato se sintetizaron en un soporte sélido LM-17
(cargando: 14 pumoles/g). La elongacién de l|la cadena de

oligonucledtido, I|a divisidon del soporta y la desproteccién vy
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purificacién son idénticas aquellas de oligoribonucleétidos de 21-
mer teniendo 2 desoxinucledtidos como terminales 3'.

La pureza se evalud a través de electroforesis de gel capilar.
La cuantificacién se llevd a cabo a través de UV de acuerdo con el
coeficiente de extincién a 260 nM, El templado del ARN de estructura
de cadena doble (ARNds) se llevd a cabo como se describe en
cualquier lugar (Elbashir y otros, Methods 26 (2002), 199-213). Las
secuencias de oligonucle6tidos que se utilizaron en este reporte se
listan en el Cuadro 1 y se caracterizan a través de espectroscopia de
masa de electroaspersién.

Transfeccién de la célula: Se prepararon mezclas de lIpido-
oligonucledtido catidnico (Cligofectamina) y polimero-oligonucledétido
(jetPEIl) inmediatamente antes de la transfeccion como se describid
previamente. Dieciocho horas antes de la transfeccién se colocaron
en placas 4 x 10* células en placas de 24 cavidades en un volumen
de 0.5 ml de MEM-a para células CHO o 0.5 ml|l de DMEM para
células HeLa (ambas suplementadas con 10% (v/v) de FBS, 2 mM de
glutamina) por cavidad. Antes de la transfeccién, el medio de
crecimiento se removié de las células y se reemplazé con 500 ul de
OptiMEM y 100 pul de reactivo de transfeccién/mezcla de
oligonucleétido. Las placas se incubaron a 37°C en un incubador con
CO; al 5% humidificado. Después de 4 horas, se agregaron 60 pul de
FBS a cada cavidad, y la incubacién se prolongd a 20 horas.

Cosecha de ARN y andlisis de ARNm PCR cuantitativo en

Tiempo Real: EI ARN total se aislé 24 horas antes de |la transfeccion

24

-

J
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del oligonucleétido con el equipo RNeasy 88 (Qiagen, Chatsworth,
CA) de acuerdo con e protocolo del fabricante. Las muestras de ARN
se mezclaron con reactivos del equipo Q-PCR mastermix de
Transcriptasa Inversa (Eurogentec) y se corrieron de acuerdo con el

protocolo incluido.

3.2 Actlvidad de ARNsi de extremo romo

Una linea de células CHO expresando el receptor de purito
P2X, se utilizé para comparar la actividad relativa de los diferentes
inhibidores de ARNm tales como |la primera y segunda generacién de
oligonucleétidos (ASQO) asi como ARNs de interferencia cortos. El
uso de PEI como reactivo de transfeccién “universal® permitié lievar
a cabo comparaciones cara a cara entre estos varios inhibidores de
la expresion del gen. La secuencia de ARNs| se selecciond de una
secuencia ASO Optima previamente caracterizada (Dorn y otros,
Antisense & Nucleic Acid Drug Development 11 (2001): 185- 174), y
se diseid6 para activar la secuencia de codificacién P2X3 y ha
demostrado que eficientemente y selectivamente regula de manera
descendente I|a expresiéon de P2X3 a nivel molecular, segun
demostrado por Q-RT-PCR, inmunodeteccidén y el ensayo funcional.
Como un control positivo, se utilizé la secuencia de ARNsi que dos
terminales modificadas 2'-MOE complementarias objetivo, enlazadas
a través de un enlace internucieosfdico de fésforotioato. Después se
sintetizd el ARNsi terminado romo de 19-mer correspondiente, por lo

que después de [a divisién mediada por amoniaco a partir del soporte
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s6lido, el compuesto liberado sustenta un grupo hidroxiporpilfosfato
(hpp) en la posicién 3' de su ultimo ribonucledétido.

Como un intermediario entre el ARNsi de 21-mer (dos
terminales complementarias) y el de 18-mer terminado romo, también
se sintetizé una secuencia homéloga de 21-nt de ARNsi con dos
terminales de nucledésido abésicas. Dlichas terminales no
nucleosidicas permitieron evaluar si uno de los pasos involucrados
en la trayectoria de ARNi, y mdas particularmente durante Ila
disolucién del duplex, absolutamente requerira una elongacién 3’ en
ARNsi.

Los ARNsis se transfectaron en células CHO utilizando JetPEI
a una relacion N/P de 5. Los niveles de ARNm se evaluaron a través
de RT-Q-PCR 24 horas despuds de |la transfeccién. Como se muestra
en la Figura 2, se detecté una disminucién en el nivel del ARNm
GAPDH en células CHO con un nivel comparable de regulacién
descendente para los tres compuestos. El ARNsi de 19 bp terminado
romo teniendo un ribonucleétido 3'-hidroxipropilfosfato muestra la
misma eficacia en |la inhibicion de ARNm P2X; como ARNsi de 21-
mer de “tipo silvestre”.

Ahora se aplica una modificacién con formato similar para
ARNsi que activa un gen endégeno y se disefla la secuencia de
ARNsi que active el ANRm GAPDH de hamster chino en una forma
que también es especifica y completamente homéloga al gen GAPDH
humano. Después de la transfeccién en c¢élulas CHO de ARNsi de

21-mer (dos terminales de desoxiribonucledétido) y ARNsi 3'-
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hidroxipropiifosfato (19-mer) terminado a concentraciones en la
escala de 25 a 200 nM, el anidlisis RT-Q-PCR de nivel de ARNm
GAPDH de hamster chino mostré una regulacién descendiente de
ARNm equivalente para los dos compuestos, aunque la regulacién
descendientes es ligeramente menos pronunciada en el caso de un
ARNsi de “tipo silvestre® a altas concentraciones. Sin embargo,
cuando se transfectaron a las mismas concentraciones con el {ipido
catidnico Oligofectamina, ambos compuestos mostraron exactamente
la misma inhibicion de ARN.

Tomados juntos, estos datos muestran que |la modificacién o
ausencia de terminales oligonuclieotidicas en el extremo 3' de
ARNsis en las células CHO no es critico con respecto a su actividad

de interferencia.

3.3 Actividad de ARNs| de extremos romos en células de ser
humano

Para validar este primer resultado en células de ser humano,
se disefié la secuencia de ARNsi que activa el marco de lectura
abierto de ARNm GAPDH humano. Ambos tipo de ARnsis, de extremo
romo o de tipo silvestre silancian el GAPDG humano en células Hela

con el mismo nivel de regulacién descendiente objetivo (Figura 3).

3.4 Requerimientos funcionales del extremo 3' de ARNsis de
extremo romo

Habiendo mostrado en dos diferentes lineas de células de
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mamlifero y contra los objetivos que |a reduccidon de las terminales no
perjudica la actividad de silenciar los ARNsis de extremos romos
resultante, también se evalud si la posicion del ribonucleétido 3' en
el primer ribonucleétido 3' de un ARNsi de extremo romo requeriria
que una porcién quimica especifica fuera 6ptima en el proceso de
silenciar.

Como se muestira en la Figura 4, ambos ARNsis de 3'-hidroxi y
3'-fosfato conducen a un nivel similar de regulacidn descendiente de
ARN GAPDH activado en células HeLa como el ARNsi de 21-mer de
tipo silvestre, con una alta selectividad segin comparado con los

tres controles de diferencias nt.
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REIVINDICACIONES

1. ARN de estructura de cadena doble con por loc menos un
extremo romo que comprende por lo menos un extremo 3' de la

férmula;

a'o—nln,
I

formula |
en donde

Xes Oo0S

R: v R; son independientemente OH, NH;, SH, alquilo, arilo,
alquil-arilo, aril-alquilb, en donde el alquilo, arilo, alquil-arilo, aril-
alquilo pueden estar substituidos por éatomos heterogéneos
adicionales y grupos funcionales, preferiblemente un &tomo
heterogéneo seleccionado del grupo Ql-.la consiste de N, O, 0 S 0 un
grupo funcional seleccionado del grupo OH, NH,;, SH, dcido o éster
carboxllico;

o, R; y R; pueden ser de la férmula Y-Z en donde Y es O, N, S
y Z es H, alquilo, arilo, alquil-arilo, aril-alquilo, en donde el aiquilo,
arilo, alquil-arilo, aril-alquilo pueden estar substituidos por &tomos
heterogéneos adicionales, preferiblemente un atomo heterogéneo
seleccionado del grupo de N, O, 0 S;

y en donde dicho ARN de estructura de cadena doble media la
interferencia de ARN.

2. El ARN de estructura de cadena doble de acuerdo con la
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reivindicacién 1, en donde R, es OH.

3. El ARN de estructura de cadena doble de acuerdo con la
reivindicacién 1 o 2 que comprende una regién de 15 a 30
nucleétidos complementarios para un gen objetivo.

4. El ARN de estructura de cadena doble de acuerdo con la
reivindicacién 1, 2 o 3, en donde R; y Rz son independientemente
OH, NHa2, SH, alquilo inferior, arilo inferior, alquitl-arilo inferior, aril-
alquilo inferior, en donde el alquilo inferior, arilo inferior, alquil-arilo
inferior, aril-alquilo inferior pueden estar substituidos por atomos
heterogéneos adicionales y grupos funcionales, preferiblemente un
atomo heterogéneo seleccionado del grupo de N, O 0 S8, o un grupo
funcional seleccionado de OH, NH, SH, acido o éster carboxlilico; o,
R: y R2 pueden ser de la formula Y-Z en donde Y es O, N, S, By Z
es alquilo, arilo, alquil-arilo, aril-alquilo, en donde el alquilo, arilo,
alquil-arilo, aril-alquilo, se pueden substituir por 4tomos
heterogéneos adicionales, preferiblemente un &tomo heterogéneo
seleccionado del grupo de N, O o S, siempre que no ambos R, y R;
sean OH.

5. El ARN de estructura de cadena doble de acuerdo con la
reivindicaciéon 1, 2, 3 0 4, en donde R, e8 OH y R; comprende de 1 a
24 stomos de carbono.

6. El ARN de estructura de cadena doble de acuerdo con la
reivindicacién 1, 2, 3, 4 0 5, en donde dicho ARN comprende dos
extremos romos.

7. El ARN de estructura de cadena doble de acuerdo con las

729
N
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reivindicaciones 1-5 en donde Z es uno o més nucledésidos abéasicos.

8. Un método para inhibir un gen objetivo que comprende la
introduccién de una célula dentro de un ARNds de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde el
gen objetivo es un gen asociado con patdgeno, un gen viral o un
oncogen.

10. Un equipo que comprende reactivos para la inhibicién de
expresion de un gen objetivo en una céluia, en donde dicho equipo
comprende ARNds de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 6 en una célula y medios para la introduccién de un ARNds
dentro de una célula en una cantidad suficiente para inhibir la
expresién del gen objetivo.

11. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
efectiva de por lo menos un ARNds de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 para la inhibicién de un gen objetivo.

12. Un método para identificar y/o caracterizar agentes
farmacoldgicos que actian en por lo menos una proteina objetivo que
comprende: poner en contacto una célula eucariética capaz de
expresar por o menos un gen endégeno que codifica |la protelna(s)
de interés con

(a) por lo menos una molécula de ARNds de acuerdo con la
presente invencién, la cual es capaz de inhibir la expresiéon del
gen(es) que codifican la protelna(s) de interés y

(b) una substancia de prueba o una coleccién de substancias

114
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de prueba en donde las propledades farmacolégicas de dicha
substancia de prueba o dicha coleccién van a ser identificadas y/o
caracterizadas.

13. El uso de un ARN de estructura de cadena doble de
acuerdo con las reivindicaciones 1-8 para la inhibicién de un gen

objetivo.
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All the claima sppassing on a replacement shesi must be numbered in Arsbic numersis. Where a olsim s
cancalied, no rerusnbering of the alher deine Is mdquired. In 8l cases whare slsine are remanbered, they st
be renumbered conssculively (Adminisirelive insiructions, Seclion 205{b)).

The amendments mesi be made in the language In which the inkemalionsl appiication Is 1o be published,

Wihat dossssents mtstimey sccompany the stasvdaents?
Latter (Suction 206{b)):
The amendments must be submilted with a jelter.

The lslter will not bs published with the inlsmalional applicalion and the amended daima. & should not ba
sorduned with the "Stalsment undar Asticle 19(1)" (see below, under "Statement undar Aricle 19(1)").

ﬂ-ﬂ--‘hh&?nh—:zm:lnﬁm.:’;“dh
s French, the isiter must be in Franch,

A

6

Noles to Form PCTASA/Z220 (Wret shesl} (January 1994)
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NOTES TO FORM PCT/ISA’220 (continued) 67

The istier must indicale the difleransss belween the clsims as fled and the olaims ss amendad. & must, In
partioular, Mnmﬁnﬂl.ﬂdﬁnmhhmmﬂmm
thal identieal inciostiors conoaming several olaims may be grouped),whether

tha claim is unchanged;

the olaim s cancelled;

the claim s new;

the claim repincss one or more cdlsims a= fled;

thw claim ix the result of the division of a claim as Ged.

T¥8e®

The following exampies Busirsie the manner in which amendments must be sxplained in the

1. [Where ariginally there wers 48 claims and aftar amandment of some claime there are 51:
“Claimas 1 to 29,31, 32, 34, 35, 37 i 48 replased by amendad olaima bearing the sams numbers;
olaims 30, 33 and 36 unchangad; new claims 40 i0 51 added "

{ = 2 [Whare ariginally thare were 15 olaime and afier amendment of all clsims thers are 11}
“Claima 1 1o 15 replaced by amended daims 1 to 11.°

3. [Where ariginally there were 14 dsims and the amendmenis consist in canoeling some daims and in adkding
claims]-
%'dm'lgtud“m:ﬂu!hﬂﬂnﬁ.mdum‘ls 16 and 17 added " or
“Clsime 7 o 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added; all other claims unchanged ”

4. [Where various kinds of amendmenis sre mads]:
“Claime 1-10 unchanged; olsima 11 o 13, 18 and 18 amoaled; clains 14, 15 and 16 repisond by amendad
elaim 14; oluim 17 subdivided into amended dsime 15, 18 and 17; new claims 26 and 21 added *

"Stutensent under mficle 18(1)" (Rule 48.4)

The amendmenis may be accompaniad by a sistement explaining the smandments and indioaling any impact
M-lrlmTﬂ“Mhﬂmhw-ﬂhmmmhm“

The sislamant will be publishad with the inlsmalional spplicstion and the amendad dlsism.
R eaust b in e languags in which the inlernalionsl appplication s to be published.
& must be briel, not exoseding 500 wards il in English or ¥ treralaied into English.

& should not be conhned with and dose not replace tiw latier indioxting the differsnces belween the claims
an fled and ss amancied. Rt ust be Bad on o separaie shesl and must be identiied ae such by a heading,
prefershly by using the words “Btabement under Artiols 15{1).°

(. } R may nol contain ey dieparaging conmnenis on the inlsmstional search report or the relevere of clslions
ooniained in that reporl. Asference o cilalions, relsvant o a given claim, contained in the intemational search
report may be made only in connection with an amendment of thal alaim_

Consmpunce ¥ o domand for intvrmstionsl preliminesy sxmminetion kas slrendy bosn flled

N, ai the ime of filing any amandmanis urier Article 19, a demand for inlemalional prelimingry axaminalion
h-d‘d’hnuh.d.hqﬁ-lmdpm sl the sams fime of fling the amendmenis with the
intemational Buresy, siso Hs a copy of such amendments with the inlemalional Preliminary Examining
Authorily (sss Pule 62 2(a), it sentencs).

Consegtisnos with regard to trensisiion of the inlerasiionsl applicalion for aniry inlo the nelionsl phess

The applicents sttenlion is drasm o the lact thal, where upon eniry inlo the nationsl phase, a iransisfion of the
disims s amencied wunder Asicle 19 mey have 1o be lumished to the designatediilecied Ofioss, instend of, or
in ackfiion to, the iramelation of the clalme e filed.

For fusther details on the requiremanis of sach designeindisisciad Qffics, see Volums i of the PCT Apglileant's

Notss to Form PCTASA/220 (second shest) (January 1964)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT 7

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant’s or agents fie reference FOR FURTHER sme Form PCTASAR220
DC/4-33332A ACTION as well as, wheme applicabls, ilam 5 below.
inemational appiication No. Inemational fEing date (daymorinyesr) (Earlies() Priority Date (day/monthyear)
PCT/EP2004 /009599 27/08/2004 28/08/2003
Applcant

NOVARTIS AG

mmmmmmmwmmwmmwumwm applcant
according 10 Articie 18, A copy Is baing tranamitted & he Intemationa Buneau

This intemational Search Report consists of a ol of ____7 sheets.
[X] tis aleo accompanied by & copy of each prior an document clied In this report.

1. Basis of the report

a. Whth regard io the language, the inlemational search was casmied oul on the basls of the international application in the
language in which h was Sied, uniess olhetwise indicaied under thia ikem.

[(] e imematonal search was caried outon the basis of & yansialion of he iniemational apgiication fumishad
this Autharity (Fule 23.1(b)).
b. [X] With regard © any nucieotide andior amino acid sequence disciosad in the intemational eppiication, see Box No. 1.

2.  [X] Certain ciaime were found imsearchabie (See Box h).
3. [} unity ot invention ts incking (see Box ).

4. With regard 1 the tithe,
[] the textis approved as submited by the appiicant.
[X] the wxt has besn sstmbished by this Authortty 1 reed as followe:
INTERFERING RNA DUPLEX HAVING BLUNT-ENDS AND 3'-NODIFPICATIONS

5. Wih regard 0 the abstrect,
D the axt ls approved as submitied by the applicant.

@ the ext has been established, according to Ruis 38 2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of maling of fhis inlemadional sssuch report, submit comments to this Authorlly.

6. Wit regards 0 tha drawings,
a. thefigure of the drawings to be publishod with the abstract i Figure No.
D as sugpesiad by the applicant.
[] asesiocted by this Authorty, because the applicant talled 1o suggest a figure.
[[] s selacted by this Authority, becausa this Sgure better characterizes the invention.
b. [X] none of the Ngues is tb be published with he absiract

Form PCTSA/210 (firet ahest) (January 2004)
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' Inmamational application No. b 6
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2004 /009599

Box No. | Nucieotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1. Wi regard 0 any nucieotide and/or amino ack ssquence diaciosed in the ilemational application and necessary 10 the ciaimed
jnvention, the inlemational search was carrled out on the basis of:

a.  type of mxerial
[X] 2 sequence neimng
D tabie{s) related b the sequenca isling

S P
E In computer readabie form

c.  tme of Mnghumishing
[X] containedtn the mematona eppication as tiec
[%] scdroemer win the memational sppicason in computer readetie form
[]  tmiehed subsecuenty 1o s Auorty for the purpose of search

p—
r
——

2. D In addiion, In the casa that more than one version or copy of a asguence ating and/or table relaling thereio has been led
or fumishad, the requinad elatemants that the mfarmation in the subsaguent or addifonal coples is idanical to that in the
appiicaiion as ied or doos not go beyond the applicaiion as Blod, as sppropriade, were fumished.

3. Addiionsl comments:

Form PCTASA/210 {confinuation of Srst shest (1)} (January 2004)
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IntemaSional applicetion No. !
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2004 /009599 {rq

Box No. IV Text of the sbstract (Continuation of ilsm S of the first sheet)

ABSTRACT
The present invention relates to double-stranded RNA compounds with at least one blunt

end comprising at least one 3-end of formula

0
: ) o—ﬁ—n,
; X

wherein
XisOorS
R, and R, are independently OH, NH,, SH, alkyl, aryl, alkyl-aryl, aryl-akyl, whera
alkyl, aryl, alikyl-aryl, aryl-alkyl can be substhuted by additional heteroatoms and
functional groups, preferably a heteroatom selected from the group of N, O, or S
or a functional group sslected from the group OH, NH,, SH, carboxylic acid or
esler;
or R; and Ry may be of formula Y-Z where Y is O, N, S and Z is H, alkyi, aryl,
alkyl-aryl, aryl-alkyl, where alkyl, aryl, alkyl-aryl, aryl-atkyl can be substituted by
additional heteroatoms, preferably a heteroatom selected from the group of N, O,
and wherein said double-stranded RNA mediates RNA interference. .
e r.,amf--! J 3i-r:nJ u.-ocl.# caloms  are Pkﬂf)h-ﬁn‘,rl‘"‘f‘,“’w n"".""""E:

a bhe ity wi haau -:lc,g;a'alu , hy:lnwa‘,‘a.wrfl f[u;rlwde'a. er .

e m— =

Form PCTASA210 {contimasion of Gral shesl (3)) {January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT - q o

PCT/EP2004/009599

CLASSIFTG OF
TP T CINIE/T  Ae1K48/00

Agcording o ermalionsl Patent Classlii=afion (IPC) or 10 balh national clessiiicalion snd IPC

Minimusn documanistion searched (clssaiication systew: followed by classification symbols)
IPC 7 CI2N

Doasmenigiion soarched ather than minimum docsnentation o the exdent thet euch documenis s inclxied in fhe fskis searched

EloctroniC cdata base consultad dring the inlamationsl saarch (nawe of data bass and, whers practical, search tarms usad)
EPO-Internal, WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, BEILSTEIN Data

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegosy * | Clalion of documwand, with dicafion, 'whare appropriale, of the relsvanl passages Relevant 10 claim No.

X CZAUDERNA F ET AL: "Structural variations 1-13
and stabilising modifications of synthetic
s{RNAS .in mammalian cells"

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, OXFORD UNIVERSITY
PRESS, SURREY, GB,

vol. 31, no. 11, 1 June 2003 (2003-06-01),
pages 2705-2716, XP002270732

ISSN: 0305-1048

abstract; Page 2707, left-hand column;
page 2710, left-hand column; figures 1-4

_/_
m FrxBher documents are Bsted in the conlissustion of box C. D Putend family membess are Bsted in sanex.
St — T Mt et gt s he tnatcnn g e
" ofthe an which
mwrmn- e i not ched to undamtend the orthecsy underiying the
"E" emfier document but published on or shar The Intemaional X" documend of paviiculer relsvance; the clsimad imvention
ing dale cannol be coneldamd novel or CENOY be conaldered: 10
by mm lmi‘:l-en “?Mw involve an bventive sisp when ihe documant is laksn alons
snother *Y* document of paniculi relsvance; the claimed ivention
chetion ar athey special feaecn (as epecified) cunnot be conakdared 1o ivolve aa inverdive stop whas the
‘0° documeat misrving 10 an orsl disclomusre, use, @xhiblion or docmnont s combined with ono or mows other such dacs—
ather means macts, such combination bekg obvious to & person sidied
P mwwhmm fillng date but nheat
hder than the priorily date ciaimed *2* document momber of he sama patent tamily
Dasa of the achuml compiation of the intemationnl sanrch Dase ol maiing of B Infamational seasch repod
9 December 2004 21/12/2004
Nams and malling address of the ISA Aulhorteed oficer
Ewropasn Putent (Wikce, P.B_ 5818 Paondtaan 2
o falo-mw." Ta 31 051 spo i,
Fax (+31-70) 340-3016 Fausti, S

Fomn PCTASA/Z10 (second shest) (ienuary 204)
page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

intwmational Appiication No
PCT/EP2004/009599

%\

C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calagory *

Clation of doasment, willy inicetion, where spprogrisie. of the relsvant passages

FRualsvent & cialm No.

P,X

P,X

P,X

HAMADA M ET AL: T"EFFECTS OF RNA
INTERFERENCE IN GENE EXPRESSION (RNAI) IN
CULTURED MAMMALAIN CELLS OF MISMATCHES AND
THE INTRODUCTION OF CHEMICAL MODIFICATIONS
AT THE 3°-ENDS OF SIRNAS"

ANTISENSE & NUCLEIC ACID DRUG DEVELOPMENT,
MARY ANN LIEBERT, INC., NEW YORK, US,

vol. 12, no. 5, October 2002 (2002-10),
pages 301-309, XP009006637

ISSN: 1087-2906

abstract; paragraph Joining pages 304 and
305; figure 3

W0 02/096927 A (SANDBERG JENNIFER ; CHIRON
CORP (US); ESCOBEDO JAIME (US); GORDON
GILA) S December 2002 (2002-12-05)
abstract; page 44, 1ine 23 — page 45, 11ne
17

EP 1 389 637 A (ATUGEN AG)

18 February 2004 (2004-02-18)

abstract; page 6, Yines 3-25; tables 1 and
2

WO 2004/015107 A (ATUGEN AG ; GIESE KLAUS
(DE); KAUFMANN JOERG (DE); KLIPPEL-GIESE
ANKE) 19 February 2004 (2004-02-19)
abstract; page 12; table 1 on page 14

WO 03/070918 A (MOKLER VICTOR ; FOSNAUGH
KATHY (US); JAMISON SHARON (US); MACEJAK
DENN) 28 August 2003 (2003-08-28)
paragraph joining pages 65 and 66; table
I, compounds 135, 137, 140 and 141; figure
22

WO 2004/092383 A (BHARAT CHOMWIRA ;
HAEBERLI PETER (US); MCSWIGGEN JAMES (US);
SIRNA THER) 28 October 2004 (2004-10-28)
page 16, last paragraph; page 88, last
paragraph; figure 10

W0 2004/090105 A (DHARMACON INC ; FEDEROV
YURIY (US); LEAXE DEVIN (US); KHVOROVA
ANGELA) 21 October 2004 (2004-10-21)

page 48, line 21 - 1ine 26

page 97, 1ine 6 — Tine 22; claims
8,9,170,171

1-6,8-13

1-13

1-13

1-13

1-13

1-13

1-13

Fosn PCTABA/210 (oontineslion af sacond shest) (Jersery 2004}

page 2 of 2




()

O

2

/| /
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2004/009599 'av

Box @ Observations where cerisin claime were found unsearchable {Continuation of Rem 2 of first shesl)

This Intemational Search Feport has not bean establishad in respact of ceriain clalms under Article 17(2){a) far the foliowing reesons:

1 E] Claims Nos.:
hmuluyrdahbub}samnﬂmﬂdhhembyﬂmw namely:
Although claims 8, 9, 12 and 13 are directed (or can be directed) to methods
of treatment of the hunan/animal body or equivalent in vivo testing
procedures, the search has been carried out and based on the alleged effects
of the compound/composition.

2. D Clalma Nos.:

because thay relale o parts of the Intemetional Application that do not comply with the prescribed requiraments o such
an axient that no meaningful intemational Search can be camed out, epecifically:

3 D Ciaime Nos.:
bacause ey are dependant ciaime and are not drafisd In accordance with the second and third seniances of Rule 8.4{a).

Box M memumumwﬂmémadmm

This Internalional Searching Autharlly found multiple inventions in this intemnational application, as follows:

1. As all requived additional search fees were timely paid by the appiicant, this intamational Search Report covera all
saarchable cladms.

2 D As all searchable clabns could be ssarched without effort jusitlying an acditional fee, this Authority did not inviie payment
of any aditonal fee.

3 D Mwmdummmmmlmmwummmmm
covers anly those claims for which fees ware pald, spectically ciaims

Asmerk on Protast Dmmmummwhmﬂm
Dmmwmwmmmm

Form PCTASA/210 {continuation of first sheet (2)) (January 2004)
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information sen patertt family mambars

internstionsl Application Ne

PCT/EP2004/009599 )\

b,

Palent document Publication Patent lamily Publication

cliad in search report date meamber(s) dnte

W0 02096927 05-12-2002 US 2004077565 Al 22-04-2004
CA 2448320 Al 05-12-2002
EP 1390385 A2 25-02-2004
WO 02096927 A2 05-12-2002
US 2004102389 Al 27-05-2004
Us 2004220128 Al 04-11-2004
US 2004142895 Al 22-07-2004
US 2003216335 Al 20-11-2003
US 2004209832 Al 21-10-2004
US 2004198682 Al 07-10-2004

EP 1389637 18-02-2004 EP 1389637 Al 18~-02-2004
WO 2004015107 A2 19-02-2004
US 2004180351 Al 16—09-2004

W0 2004015107 19-02-2004 EP 1389637 Al 18-02-2004
WO 2004015107 A2 19-02-2004
US 2004180351 Al 16-09-2004

Wo 03070918 28-08-2003 CA 2455447 Al 12-09-2003
CA 2455506 Al 28-08-2003
CA 2456444 Al 28-08-2003
CA 2457528 Al 28-08-2003
CA 2459532 Al 28-08-2003
CA 2463595 Al 28-08-2003
CA 2471421 Al 28-08-2003
CA 2476112 Al 28-08-2003
CA 2476394 Al 28-08-2003
CA 2477014 Al 28-08-2003
EP 1432724 Al 30-06-2004
EP 1463842 Al 06-10-2004
EP 1472265 A2 03-11-2004
EP 1465910 A2 13-10-2004
EP 1423404 A2 02-06-2004
EP 1442143 A2 04-08-2004
EP 1448590 A2 25-08-2004
EP 1432725 Al 30-06-2004
EP 1478730 A2 24-11-2004
EP 1476574 A2 17-11-2004
EP 1476458 A2 17-11-2004
EP 1472267 A2 03-11-2004
EP 1448580 A2 25-08-2004
EP 1430157 A2 23-06-2004
EP 1476459 A2 17-11-2004
EP 1458741 A2 22-09-2004
EP 1476457 A2 17-11-2004
EP 1474433 A2 10-11-2004
EP 1472269 Al 03-11-2004
EP 1470256 A2 27-10-2004
EP 1470257 A2 27-10-2004
EP 1436314 A2 14-07-2004
EP 1423406 A2 02-06-2004
6B 2396864 A 07-07-2004
GB 2396155 A 16-06~-2004
6B 2396616 A 30-06-2004
GB 2397062 A 14-07-2004
GB 2397818 A 04-08-2004
WO 03072590 Al 04-09-2003

Forn PCTABAZ10 {pstent Semily snnar) {Jarusry 2004)
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intemational Applicaiion No b\
' (AL O PSSR et PCT/EP2004/000599 N
Puetant document Publication Patant tamily Pubfication
cled In search raport date member(e) date
WO 03070918 A WO 03072704 A2 04-09-2003
WO 03072705 A2 04-09-2003
1 [1] 03070983 Al 28-08-2003
b0 03070742 Al 28-08-2003
WO 03070881 A2 28—-08-2003
] 03070884 A2 28-08-2003
WO 03070885 A2 28-08-2003
WO 03070886 A2 28-08-2003
WO 03070743 Al 28-08-2003
Wo 03070887 A2 28-08-2003
W0 2004092383 A 28-10-2004 US 2004110296 Al 10-06—-2004
US 2004192626 Al 30-09-2004
W0 2004092383 A2 28-10~-2004
WO 2004097020 A2 11-11-2004
Wo 03106476 Al 24-12-2003
Us 2004209831 Al 21-10-2004
WO 2004090105 A 21-10-2004 US 2004198640 Al 07-10-2004
WO 2004090105 A2 21-10~-2004

Fosm PCTASARTO (pelert kamily annex) Clanusyy 2004)
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PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

| PCT

'a,b

z‘\ 9

WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASA220 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Date of mailing
{dapinanthear) see form PCTASAZ10 (second sheet)
Appllcants of agenta fle reference FOR FURTHER ACTION
sooe form PCTASAZ220 Sas pamgraph 2 below
intemastional application No. international filng dale (dayinonthiear) Pricrity date {dayinonthyesr)
PCT/AEP2004008599 27.08.2004 28.08.2003

intemational Patent Classiicution (IPC) or both national classiication and IPC
C12N15/11, AG1K4800

Applicant
NOVARTIS AG

1. This opinion contains indications relating 1o the following items:
&l BoxNo.!  Basis of the opinion
B BoxNo.ll  Priorty
B BoxNo.ll  Non-establishment of opinion wilh regard io novelly, inventive step and indusirial appiicabllity
[0 BoxNo.IV  Lack of unity of invention
B BoxNo.V Bouunedslabumrﬂumrnubm.ﬂﬂ(nmwbmny Inventive step or indusirial
applicability; citations and explanations supporting such statement
Bl BoxNo.Vl Certain documents cited
O BoxNo. Vil Certain defects in the intemational application

B Box No. Vil Certain cbservations on the international application
2. FURTHER ACTION

¥ a demand for intsmational preliminary axamination Is made, this opinion will uaually be considered 1o be &
written opinion of the Intemnational Preliminary Examining Authority ("IPEA"). However, this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one io be the IPEA and the chasen IPEA has notiled the
intermational Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this intemational Searching Authorily

will not ba so considared.

H this opinion is, as provided above, considered io be & wititen opinion of the IPEA, the applicant s Invited o
submit to the IPEA a written reply together, whare appropriate, with amendments, before the expiration of three
months from the date of malling of Form PCTASAZ20 or before the expiration of 22 months from the priorily date,
whichaver expires later.

For further optlons, see Form PCTASARZ20,

3. Forfurther details, see notas to Form PCTASAZZ0.

Name and mailing addrass of the ISA: Authorized Oficar f
’ Emuuﬂn Fausti, S I‘ }
————  Tel. 249 89 2390 - 0 Tx: 523658
F-:mz- _o x; 5236858 apmu § T No. +4988 \\--‘.!

Form (PCTASAZ3T) (Cover Sheei) (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application Na.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2004009599

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard 1o the lsnguage, this opinion has been established on the basis of the intemational application in
the language in which it was filed, unless otherwise indicated under this item.

O This opinion has been established on the basis of a transiation from the original language into the following

language , which is the language of a translation furmished for the purposes of intemational search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard o any nucleotide andbr amino acld sequence disclosed in the intermnational application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
& asequence listing
O table(s) retated to the saquence listing
b. format of material:
6¢ in written format
& in computer readable form
c. time o filingfumishing:
& contained in the intemational application as filed.
2 filed together with the international appiication in computsr readable form.
O tumished subsequently to this Authorily for the purposes of search.

3. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence histing andlor table relating thereto
has been filed or fumished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copios is identical to that in the application as fied or does not go beyond the application as filed, as

4, Additional comments:

Form PCTASA 237 (Jarmsary 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No. 7\7(
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2004009599

Box No.l Priority
1. [J The following document has not been fumished:
O copy of the earlier application whose priority has been claimed (Rule 43bis.1 and 66.7(a)).
O transiation of the earfier application whose priority has been claimed (Rule 43bis.1 and 66.7(b)).

Consequently it has not been possible to consider the validity of the priority claim. This opmion has
nevertheless been astablished on the assumption that the relevant date is the claimed priority date.

2. 0 This opinion has been astablished as ¥ no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the intemational
filing date indicated above is considered to be the relevant date.

3. B it has not been possile to consider the validity of the priority claim because a copy of the priority document
was not available o the ISA at the time that the search was conducted (Rule 17.1). This opinion has
nevertheless been established on the assumption that the relevant date is the claimed priority date.

4. Additional observations, if necessary:

Form PCTISA 237 (Jarumy 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No-;)
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/AEP2004009599

Box No. I  Non-estabiishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrial
applicability

The questions whether the claimed invention appears o be novel, lo involve an inventive step (to be non
obvious), or 1o be industrially applicahle have not been examined in respect of:

O
&

the entire intemational application,
claims Nos. 8, 9 and 13 (with respect to industrial applicability)

because:

O a

the said imtemational application, or the said claims Nos. 8, 9 and 13 refate to the following subject
matter which does not require an interational prefiminary examination (spaciy):

see separate sheot

the description, claims or drawings (indicale particular elements below) or sald claims Nos.  are 8o
unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

the claims, or said claims Nos. are s0 inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

no intemational seanch report has been establishad for the whole application or for said claims Nos.

the nucleatide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O has not been fumished

O does not comply with the standard
the computer readableform 3 has not been fumished

0O does not comply with the standard

the tables relaiad to the nuclectide andbr amino acid sequence listing, if in computer readabile form only, do
not comply with the technical requiremenis provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See separate sheet for further details
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Box No. Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, Inventive step or
Industrial applicabliity; clistions and expianstions supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims -
No: Claims 1-13
Inventive siep (IS) Yes: Claims -
No: Claims 1-13
Indusirial applicabiiity (LA) Yes: Claims 1-7,10-12
No: Claims -

2. Citations and explanations
so0 separate sheet

Box No. VI Certsin documents cited

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)
and /or

2. Non-wrilten disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)
see form 210

Box No. Vil Certain obgervations on the intemational application

The following observations on the clarity of the claime, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

seo separate shoet
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Re ftem 1l

Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and industrial
applicabillty

N.1 Claims 8, 9, 12 and 13 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT, namely methods of treatments of
the human/animal body. Consequently, no apinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject-matier of these claims (Article
34(4)(a)(1) PCT).

Be ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicablility; citations and explanations supporting such statement

1. DOCUMENTS.

Reference is made to the following documents:

O

1: GCzaudema F. et Al., Nucieic Acids Research (2003) Vol. 31, No. 11, Pages
2705-2716;

Hamada M. et Al., Antisense & Nucleic Acid Drug Development (2002) Vol.
12, No. 5, Pages 301-309;

WO 02/096927 A,

EP1389637 A,

WO 2004/015107 A;

WO 037070918 A;

WO 2004/092383 A;

WO 2004/090105 A;

SN8FRE B

1.1 D1 teaches that overhangs are not essential for RNA interference in mammalian
cells (see figure 2 and the paragraph of the left-hand column on page 2707).

1.1* In addition, D1 discloses oligonucieotide chemical modifications, which are similar
to the ones used to stabilize conventional antisense molecules and ribozymes, for
the purpose of increasing siRNA stability and resistance to nuclease degradation
(see the left-hand column of page 2710, figures 1 and 3). in pariicular, the
oligonucleotide modifications proposed in D1 are the internal 2’-O-methylation and

Form PCTASA/237 (Separate Shest) (Sheet 1) (EPO-Jenuary 2004)
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terminal modifications of the 5’- and/or 3'-ends with inveried abasic nucleosides or
aminoalkyliphospate moieties.

1.2 D2 discloses the effects on RNAI of the chemical modification of the 3"-end(s) in
siRNAs (see the abstract and the paragraph joining pages 304 and 305).
In particular, D2 discloses the replacement of at least one of the ribonucleosides
on the 3’ overhang of the siRNA with 2-hydroxyethylphosphate or locked
nucleoside moieties (see figure 3).
Moreover, D2 points out that RNA interference is prevenied depending on the
nature of the chemical modification at the 3™-ends of the RNA duplex.

1.3 D3 discloses nucleic acid molecules, e.g. ds RNA and siRNA, which comprise a §'
and/or 3'-cap structure for protecting the nucleic acid molecules from nuciease
degradation (see abstract and page 44, lines 23-29). In parficular, D3 discloses a
list of preferred 3'-cap structures, among which phosphate derivatives,
phopsphorothioates, phospharamidates and inverted abasic nucleosides (see
page 45, lines 8-17).

1.4 D4-D8 disclose interfering RNA molecules in duplex forms with blunt end(s} and
3'-end modifications (see D4: abstract; page 6, ines 3-25; tables 1 and 2) (see
D5: abstract; page 12; table 1 on page 14) (see D6: paragraph joining pages 65
and 66; table |, compounds 135, 137, 140 and 141; figure 22) (see D7: page 16,
last paragraph; page 88, last paragraph; figure 10) (see D8, page 48, lines 22-26;
page 97, second paragraph; claims 8, 9, 170, 171).

2. INDUSTRIAL APPLICABILITY (Arl. 33(4) PCT).

2.1 For the assessment of the present claims 8, 9 and 13 on the question whether
they are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting
States. The patentability can also be dependent upon the formulation of the
claims. The EPQ, for example, does not recognize as industrially applicable the
subject-matter of claims to the use of a compound in medical treatment, but may
allow, however, claims to a known compound for first use in medical treatment
and the use of such a compound for the manufacture of a medicament for a new
medical treatment.

2.1* Claims 8, 9, 12 and 13 relate to methods and uses for the inhibition of a target

Form PCTASA/ZI? (Separste Sheet) (Sheet 2) (EPO-Jermry 2004) /
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gene, which can be camied out in vivo on the human/animal body (see also the
description on page 7, last paragraph).

2.2 Claims 1-7, 10 and 11 relate to RNA duplex mediating RNA interference, kits and
pharmaceulical compositions thereof , which can be made in the pharmaceutical
industry, hence they are to be considered industrially applicable according to
Article 33(4) PCT.

3. NOVELTY (Art. 33(2) PCT) and INVENTIVE STEP (Art. 33(3) PCT).

3.1 In view of the lack of clarity and the interpretation given to the claim definition (see
point C.1 below), the subject-matter of claim 1 cannot be considered novel
because it is anficipated, for example, by the interfering RNA duplex structures
with 3-overhangs (wherein the overhang eventually consists of modified
nucleosides) and/or 3'-cap structures disclosed in D1, D2 and D3 (see points 1.1%,
1.2 and 1.3 above).

3.2 Independently from the observation above, the subject-matter of claim 1 lacks
also an inventive step over D1, taken alone or in combination with D2 or D3.

3.2* D1 is considered to represent the relevant state of the art because it discloses that
dsRNAs with blunt-ends effectively mediate RNA interference (see point 1.1
above).

3.2° The problem to be soived can therefore be regarded as the provision of biunt-
ended dsRNAs with improved stability towards nuclease degradation.

3.2 The soiution proposed in claim 1 consists in the 3'-end terminal modification of the
RNA molecules, which comprises a phospho-ester linkage. This solution cannot
be considered as involving any inventive step because the prior art
suggests/discloses many of these 3-end modifications for the purpose of
improving the stability of interfering RNAs against nuclease degradation,
irrespective of the presence of overhang moieties (see points 1.1*, 1.2and 1.3
above). The skilled person would therefore have attempt to solve the problem
posed by introducing any of these stabifizing 3'-end terminal modifications in the
new blunt-end siRNA forms of D1, thereby obtaining dsRNAs according to claim 1.

3.3 Dependent claims 2-7 do not contain any features which, in combination with the
features of any claim to which they refer, meet the requirements of the PCT in

Form PCTASA/Z3T (Separate Sheet) (Shest 3) (EPO-January 2004)
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respect of novelty and/or inventive step, given the disclosure of the prior art.

3.4 The subject-matter of claims 8-13 cannot be considered as being novel and/or
involving an inventive step in so far as the dsRNA of independent claim 1 does not
fulfil the same requirements because the prior art also concern medical and
pharmaceutical uses of the disclosed interfering dsRNAs (see for example the
abstracts of D1, D2 and D3).

Be ltem VI
Certain documents cited

Certain published documents

Applicion No Publication dete Flling cate Priority diate {vaiid claim)

Patent No {daysmonth/year) {deymoniivysar) (day/month/year)
EP 1389637 18.02.2004 05.08.2002 -
WO 2004/015107 19.02.2004 05.08.2003 05.08.2002
WO 03/070918 28.08.2003 20.02.2003 20.02.2002
WO 2004/092383 28.10.2004 13.04.2004 15.04.2003
WO 2004/090105 21.10.2004 01.04.2004 02.04.2003

Re item Viil

Certaln observations on the international application
C. CLARITY and CONCISENESS (Art. 6 PCT).

C.1 The subject-matter of claim 1 is unclear with respect to the blunt end feature of the
claimed dsRNA because of the broad possibilities of substitution at the 3'-capping
moiety of formula | (see "...can be substituted by additional heteroatoms...” in
claim 1). Moreover, the present application discloses 3'-end modified RNA
molecules, which correspond to dsRNAs having overhangs of modified
nucleosides (see table 1). The application does not clearly indicate if these
unblunted dsRNAs are embodiments of the invention or part of the prior art.

C.1* Hence, the term "blunt end” is not clear in the claim context and cannot be

Form PCTASA/237 (Separmte Shewt) (Sheat 4) (EPO-January 2004)
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considered as limiting the claim scope with respect to the possibility of having
overhang moieties of few oligonucieotides at the 3'-end.

C.2 The expression "according to the present invention” used in claim 12 is vague and
leaves the reader in doubt as to the meaning of the technical features of the
dsRNA molecule to which it refers, thereby rendering the definition of the subject-
matter of said claim unclear.

C.3 Although claims 8 and 13 have been drafted as separate independent claims, they
appear to relate effectively to the same subject-matter and to differ from each
other only with regard io the definition of the subject-matter for which protection is
sought or in respect of the terminology used. The aforementioned claims therefore
lack conciseness and as such do not meet the requirements of Article 6 PCT.

C.4 The aspect of the invention described on page 8 (see the third paragraph) does
not fall within the scope of the claims. This inconsistency between the claims and
the description leads to doubt conceming the matter for which protection is
sought, thereby rendering the claims unclear.

Form PCTASA/237 (Separats Sheet) (Sheet 5) (EPO-January 2004)



| w .

Radicarien » S600708 900N00Mg i 35
Fecha (ANDs 2D06-83-21 14:15.08 foliosr &7

Tramite 2 811 PCT-PATENT 278 FMSE MCT 411 Degsuy
Depndencia: 2009 BIVISION BE WUEWS CREACTONSS "

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA:

Delegatura de Propledad Industrial
Dlvlslén de Nuevas Creaclones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
. : TRAMITE '

: . USUARIO RADICADOR
PATENTE DE INVENCION (iy” MODELO DE UTILIDAD ( ) () ()}

Jndicacién de que sa solicita la concesidn de una pmw/ { ) - (M./

-Datos de Identificacién del soligitants o de [a persona que u/

presentz Ia sollcitud. ) r
-Descilpcién do la vencléns” () d
-I_ilbujadnﬂutuplrﬂnonbd.)L () D()
-c_omproblnudol'qodalumw () lA/
COMPLETA () INCOMPLETA ( ) '_ () ()
DISERO INDUSTRIAL  { )
-Irit_ilucldn de que se solicita ol registro de Dissfio Indugtrial. . () ( }
-Ditos de Identificacidn del solichants o de la persona que se
presenta lnwollcttud. ) ()
-R-pruonhdén grificay l'olnuril'la del Disefic Industrial o muutu

) dol Material qus Incorpora el disefio. () ( )
-Ccampmbanh de Pago de las tasas establecidas. () ()
COMPLETA  { ) INCOMPLETA { ). (ry ")
E§Q_UEMA DETRAZADO ( )
Arilcacién de que se sollcla ol regletro do Disefioindustriel. () ()
-Datos de Identificacién del sollcitante o de la persona que se
presenta la sollcitud. (M) ()
-Representacién grifica del Esquema Trazado. . 0) ()
-Comprobante de Pago de las tasas establocidas. ' { ) ()

1

COMPLETA () INCOMPLETA ( ) () { )

FInIi_n Responsable:

Fecha: .



A

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

R

INFORME DE PROTOCOLO

Expedients ___ 08 — 027888
Fecha: _21 DE MARZO DE 2.008

Se certifica que:

Desde fecha___16 de abrilde 1997
del folio _ 90.643 _ al folio __90.650 _ del libro de

Protocolo N°___ 311, obra el poder N° 17.398
conferido por _ NOVARTIS AG (NOVARTISSA)
(NOVARTIS INC.) domicliiado{a) en Basilea - Sulza al
doctor JIMENA ESCOBAR URIBE vy/o IGNACIO

ESCOBAR URIBE .
Representante en Bogota D.C. : Los mismos.

Facultad para desistir y sustituir: _SI .

Camvera 13No. 27-00FEn5y10
Commuiadion: 334 12 21-2-34
. Fac 281 31 25 e-nuaik Info Glc.govco
Revisado__jramos . Santa Fe de Bogoti D.C. - Colontia



REPUBLICA DE COLOMBIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO 8’]
Folio 96'
2020
Bogot§ D.C.,
Doctor(a)

ESCOBAR URIBE JIMENA
Apoderado{a) y/o Representante de
NOVARTIS AO

REFERENCIA Radicacién No. 06 27688
Solicitud internacional EP2004 /009599
Fecha inicio fase naciomal 28/03/2006

Trémite 11
Evento 378
Actuacién 416
Oficio No. 873
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reine los requisitos de forma establecidos en
la Decisifn 486 de la Comisifn de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacifn an
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Buperintendencia
de Industria y Comercio, se anvia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicaciém en la Gaceta de Propledad Industrial.

Cctmpl , . ™
Dado ::enogotl. De, e 7,“?"‘ m

ALIX CARMEN CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la divialén de Nuevas Creaciones

Jramos



