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DESCRIPCION
Modulacion de RNAi de RSV y usos terapéuticos del mismo.
CAMPO TECNICO

La invencion se refiere al campo de la terapia del virus respiratorio sincitial (RSV) y composiciones y métodos para
modulacion de la replicacion viral, y mas particularmente a la regulacion decreciente de uno o mas genes de un virus
respiratorio sincitial por oligonucleétidos via RNA de interferencia que se administran localmente a los pulmones y al
conducto nasal por inhalacion intranasal o sistémicamente por inyeccién intravenosa.

ANTECEDENTES

En virtud de su funcion natural, el tracto respiratorio esta expuesto a un gran nimero de patégenos transportados
por el aire que causan una diversidad de enfermedades respiratorias. La infeccidn viral del tracto respiratorio es la
causa mas comun de hospitalizacion infantii en el mundo desarrollado con un numero estimado de 91.000
admisiones anuales en los Estados Unidos a un coste de 300 millones de ddlares. El virus respiratorio sincitial
humano (RSV) y el virus de la parainfluenza (PIV) son los dos agentes principales de enfermedad respiratoria;
juntos, infectan los tractos respiratorios superior e inferior, conduciendo a crup, neumonia y bronquiolitis (Openshaw,
P.J.M. Respir. Res. 3 (Suppl 1), S15-S20 (2002), Easton, A.J., et al., Clin. Microbiol. Rev. 17, 390-412 (2004)). El
RSV por si solo infecta hasta el 65% de los bebés dentro del primer afio de vida, y practicamente a todos dentro de
los dos primeros afios. Es también una causa importante de morbilidad y mortalidad en los ancianos. La inmunidad
después de infeccion de RSV no es completa ni duradera, y por consiguiente, ocurren infecciones repetidas en todos
los grupos de edad. Los nifios pequefios que sufren bronquiolitis por RSV son mas propensos a desarrollar
respiracion sibilante y asma posteriormente a lo largo de su vida. La investigacion para tratamiento eficaz y vacuna
contra RSV ha estado en curso durante aproximadamente cuatro décadas con poco éxito (Openshaw, P.J.M. Respir.
Res. 3 (Suppl 1), S15-S20 (2002), Maggon, K. et al, Rev. Med. Virol. 14, 149-168 (2004)). En la actualidad no esta
aprobada clinicamente ninguna vacuna para cualquiera de las variedades de RSV. Cepas de ambos virus existen
también para animales no humanos tales como ganado vacuno, cabras, cerdos y ovejas, causando pérdidas en la
agricultura y las industrias lacteas y carnicas (Easton, A.J. et al., Clin. Microbiol. Rev. 17, 390-412 (2004)).

Ambos RSV contienen genomas de RNA no segmentados de cadena negativa y pertenecen a la familia
Paramyxoviridae. Cierto nUmero de caracteristicas de estos virus han contribuido a las dificultades de prevencién y
terapia. Los genomas virales mutan a una tasa elevada debido a la falta de un mecanismo de lectura de pruebas de
la replicacion de los genomas de RNA, presentando un enfrentamiento significativo el disefio de una vacuna o
agente antiviral fiable (Sullender, W.M. Clin. Microbiol. R ev. 13, 1-15 (2000)). Los inhibidores prometedores de la
proteina de fusion de RSV (F) fueron abandonados en parte debido a que el virus desarrollaba mutaciones
resistentes que se mapeaban en el gen F (Razinkov, V., et. al., Antivir. Res. 55, 189-200 (2002), Morton, C.J. et al.
Virology 311, 275-288 (2003)). Ambos virus se asocian con proteinas celulares, lo que aumenta la dificultad de
obtencion de material viral exento de células para la vacunacién (Burke, E., et al., Virology 252, 137-148 (1998), Burke,
E., et al, J. Virol. 74, 669-675 (2000), Gupta, S., et al., J. Virol. 72, 2655-2662 (1998)). Finalmente, la inmunologia de
ambos, y especialmente la de RSV, es sumamente compleja (Peebles, R.S., Jr., et al., Viral. Immunol. 16, 25-34
(2003), Haynes, L.M., et al., J. Virol. 77, 9831-9844 (2003)). El uso de proteinas de RSV desnaturalizadas como
vacunas conduce a "inmunopotenciacion” o enfermedad intensificada por la vacuna (Polack, F.P. etal. J. Exp. Med.
196, 859-865 (2002)). ElI problema global se subraya por el reciente cierre de cierto numero de programas
biofarmacéuticos anti-RSV.

El genoma del RSV comprende una cadena simple de RNA de sentido negativo que tiene una longitud de 15222
nucleotidos y produce 11 proteinas principales. (Falsey, A. R, y E. E. Walsh, 2000, Clinical Microbiological Reviews
13:371-84). Dos de estas proteinas, las glicoproteinas F (fusiéon) y G (fijacion) son las proteinas principales de la
superficie y las mas importantes para inducciéon de inmunidad protectora. La proteina SH (hidréfoba pequefia), la
proteina M (matriz) y la proteina M2 (22 kDa) estan asociadas con la envoltura viral pero no inducen una respuesta
inmune protectora. Las proteinas N (proteina principal asociada a la nucleocapsida), P (fosfoproteina), y L (proteina
principal de polimerasa) se encuentran asociadas con el RNA del virion. Las dos proteinas no estructurales, NS1 y
NS2, participan probablemente en la interaccion hospedador-virus, pero no estan presentes en los viriones
infecciosos.

Las cepas de RSV humano se han clasificado en dos grupos principales, A y B. Se ha demostrado que la
glicoproteina G es la mas divergente entre las proteinas del RSV. La variabilidad de la glicoproteina G del RSV entre
y dentro de los dos grupos RSV se cree es importante para la capacidad del RSV de causar brotes anuales de
enfermedad. La glicoproteina G comprende 289-299 aminoacidos (dependiendo de la cepa de RSV), y tiene una
estructura de tallo intracelular, transmembranal, y altamente glicosilada de 90 kDa, asi como dominios de fijacion de
heparina. La glicoproteina existe en formas secretadas y fijadas a la membrana.

Actualmente no se dispone de métodos satisfactorios de tratamiento de la infeccion RSV (Maggon K y S. Barik,
2004, Reviews in Medical Virology 14:149-68). La infeccién del tracto respiratorio inferior con RSV es una afeccion
auto-limitante en la mayoria de los casos. No existen lineas orientativas o criterios definitivos en cuanto al modo de
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tratamiento o el momento de ingresar o dar de alta a los nifios pequefios y muchachos que padecen la enfermedad.
La hipoxia, que puede ocurrir en asociacion con la infeccion RSV, puede tratarse con oxigeno via una canula nasal.
La ventilacién mecanica para muchachos con insuficiencia respiratoria, choque, o apnea recurrente puede reducir la
mortalidad. Algunos médicos prescriben esteroides. Sin embargo, varios estudios han demostrado que la terapia con
esteroides no afecta al curso clinico de los nifios y muchachos ingresados en el hospital con bronquiolitis. Asi, los
corticosteroides, solos o en combinaciéon con broncodilatadores, pueden ser inutiles en el tratamiento de la
bronquiolitis en pacientes sanos por lo demas y no ventilados. En nifios pequefios y muchachos con enfermedades
cardiopulmonares subyacentes, tales como disfasia broncopulmonar y asma, se han utilizado también esteroides.

La ribavirina, un analogo de guanosina con actividad antiviral, ha sido utilizada para tratar nifios pequefos y
muchachos con bronquiolitis por RSV desde mediados de los afios 1980, pero muchos estudios de evaluacion de su
uso han dado resultados conflictivos. En la mayoria de los centros, el uso de ribavirina esta restringido en la
actualidad a pacientes inmunodeficientes y a aquéllos que estan gravemente enfermos.

La gravedad de la bronquiolitis por RSV ha sido asociada con concentraciones bajas de retinol sérico, pero pruebas
realizadas en muchachos hospitalizados con bronquiolitis por RSV han demostrado que el suplemento de vitamina A
no proporciona efecto beneficioso alguno. Pruebas terapéuticas de 1500 mg/kg de inmunoglobulina de RSV
intravenosa o 100 mg/kg de inmunoglobulina inhalada para la infeccion por RSV del tracto respiratorio inferior no han
conseguido tampoco demostrar efectos beneficiosos sustanciales.

En los paises desarrollados, el tratamiento de la infeccion del tracto respiratorio inferior por RSV esta limitado
generalmente a terapia sintomatica. La terapia antiviral se limita usualmente a situaciones amenazantes para la vida
debido a su elevado coste y a la falta de consenso en cuanto a la eficacia. En los paises en desarrollo, el oxigeno es
la terapia principal (cuando esta disponible), y la Gnica via para reducir la mortalidad es la basada en prevencion.

El RNA de interferencia o "RNAI" es un término acufiado inicialmente por Fire y colaboradores para describir la
observacion de que el RNA bicatenario (dsRNA) puede bloquear la expresion génica cuando se introduce en
gusanos (Fire et al., Nature 391:806-811, 1998). El dsRNA corto dirige la silenciacién especifica de genes y posterior
a la transcripcion en muchos organismos, con inclusion de vertebrados, y ha proporcionado un nuevo instrumento
para el estudio de la funcion génica. El RNAi se ha sugerido como método de desarrollo de una nueva clase de
agentes terapéuticos. Sin embargo, hasta la fecha, éstos se han mantenido en su mayoria como sugerencias sin
que ninguna prueba haya demostrado que puede utilizarse terapéuticamente RNAI.

Por consiguiente, existe necesidad de vacunas seguras y eficaces contra RSV, especialmente para nifios pequefios
y muchachos. Existe necesidad también de agentes y métodos terapéuticos para el tratamiento de la infeccion por
RSV en todas las edades y en individuos inmunodeficientes. Existe asimismo necesidad de métodos cientificos para
caracterizar la respuesta inmunoprotectora para RSV a fin de que la patogénesis de la enfermedad pueda
estudiarse, y pueda facilitarse un cribado de agentes terapéuticos y vacunas. La presente invencion resuelve los
inconvenientes previos en la técnica por proporcionar métodos y composiciones eficaces para modular o prevenir la
infeccion de RSV. Especificamente, la presente invencién representa un avance en la técnica por proporcionar
agentes de iRNA que se ha demostrado reducen los niveles de RSV in vitro e in vivo, siendo asimismo eficaces
contra ambos subtipos principales de RSV, y una demostracion de la actividad terapéutica de esta clase de
moléculas.

WO 2004/090108 describe conjugados de RNAs de interferencia y enumera RSV como una diana para inhibicién por
fabricacién de siRNAs contra los genes P, Ny L.

SUMARIO
La presente invencion se define en las reivindicaciones

La presente invencion esta basada en la demostracion in vitro e invivo de que RSV puede ser inhibido por
administracion intranasal de agentes de iRNA, asi como por administracién parenteral de tales agentes, y la
identificacion de agentes de iRNA potentes del gen N de RSV que pueden reducir los niveles de RNA con ambos
subtipos A y B de RSV. Basandose en estos descubrimientos, la presente invencién proporciona composiciones y
métodos especificos que son utiles en la reduccién de los niveles de mMRNA de RSV, los niveles de proteina de RSV
y los titulos de virus de RSV en un individuo, v.g., un mamifero, tal como un humano.

La presente invencidon proporciona especificamente un agente de iRNA que comprende una cadena sentido
constituida por SEQ ID NO: 267 y una cadena antisentido constituida por SEQ ID NO: 268.

Adicionalmente, el agente de iRNA puede contener o bien solo subunidades de ribonucledtidos existentes
naturalmente, o puede sintetizarse de tal modo que contenga una o mas modificaciones en el azucar o la base de
una o mas de las unidades de ribonucleétidos que se incluyen en el agente. El agente de iRNA puede modificarse
ulteriormente de tal modo que se fije a un ligando que esta seleccionado para mejorar la estabilidad, distribucion o
absorcion celular del agente, v.g. colesterol. Los agentes de iRNA pueden encontrarse adicionalmente en forma
aislada o pueden formar parte de una composicion farmacéutica utilizada para los métodos descritos en esta
memoria, particularmente como una composicién farmacéutica formulada para administracion a los pulmones o al
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conducto nasal o formulada para administracion parenteral. Las composiciones farmacéuticas pueden contener uno
0 mas agentes de iRNA, y en algunas realizaciones, contener dos 0 mas agentes de iRNA, dirigido cada uno a un
segmento diferente de un gen de RSV o a dos genes de RSV diferentes.

Se describen en esta memoria métodos para reducir el nivel de mRNA viral de RSV en una célula. Tales métodos
comprenden el paso de administrar uno de los agentes de iRNA de la presente invenciéon a un individuo como se
describe adicionalmente mas adelante. Los presentes métodos utilizan los mecanismos celulares implicados en el
RNA de interferencia para degradar selectivamente el mMRNA viral en una célula y comprenden el paso de poner en
contacto una célula con uno de los agentes antivirales de iRNA de la presente invencion. Tales métodos pueden
realizarse directamente sobre una célula o pueden realizarse sobre un individuo mamifero por administraciéon a un
individuo de uno de los agentes/composiciones farmacéuticas de iRNA de la presente invencion. La reduccion del
mRNA viral en una célula da como resultado una reduccién en la cantidad de proteina viral producida, y en un
organismo, da como resultado una disminucion en el titulo de virus replicante (como se muestra en los Ejemplos).

Los usos y composiciones médicas de la invencién, es decir, los usos y las composiciones de agente de iRNA
pueden utilizarse con cualquier dosis y/o formulaciéon descrita en esta memoria, asi como con cualquier ruta de
administracion descrita en esta memoria. Es particularmente importante la demostracion en esta memoria de la
administracion intranasal de un agente de iRNA y su capacidad para inhibir la replicacion viral en los tejidos
respiratorios.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1: inhibicion in vitro de RSV utilizando agentes de iRNA. Los agentes de iRNA estipulados en la Tabla 1 (a-c) se
testaron respecto a actividad anti-RSV en un ensayo de formaciéon de calvas como se describe en los Ejemplos.
Cada columna (barra) representa un agente de iRNA estipulado en la Tabla 1 (a-c), v.g. la columna 1 es el primer
agente en la Tabla 1a, etc. Se identificaron los agentes activos de iRNA.

FIG. 2: Inhibicién de la respuesta a la dosis in vitro de RSV utilizando agentes de iRNA. Ejemplos de agentes activos
de la Tabla 1 se testaron respecto a actividad anti-RSV en un ensayo de formacién de calvas como se describe en
los Ejemplos a cuatro concentraciones. Se encontré una respuesta dependiente de la dosis con los agentes iRNA
activo testado.

FIG. 3: Inhibicién in vitro del subtipo B de RSV utilizando agentes de iRNA. Los agentes de iRNA estipulados en FIG.
2 se testaron respecto a actividad anti-RSV contra el subtipo B en un ensayo de formacién de calvas como se
describe en los Ejemplos. El subtipo B era inhibido por los agentes de iRNA testados.

FIG. 4: Inhibicién in vivo de RSV utilizando agentes de iRNA. Agentes como los descritos en la Figura se testaron
respecto a actividad anti-RSV en un modelo de ratdon como se describe en los Ejemplos. Los agentes de iRNA eran
eficaces para reducir los titulos de virus in vivo.

FIG. 5: Inhibicién in vivo de RSV utilizando AL-DP-1730. Se testd AL-DP-1730 respecto a actividad dependiente de
la dosis utilizando los métodos estipulados en los Ejemplos. El agente demostré una respuesta dependiente de la
dosis.

FIG. 6: Inhibicién in vivo de RSV utilizando agentes de iRNA. Los agentes de iRNA descritos en la Figura se testaron
respecto a actividad anti-RSV in vivo como se describe en los Ejemplos.

FIG. 7: Inhibicion in vivo de RSV utilizando agentes de iRNA. Los agentes de iRNA descritos en la Figura se testaron
respecto a actividad anti-RSV in vivo como se describe en los Ejemplos.

FIG. 8A: Inhibicién in vivo de RSV utilizando agentes de iRNA administrados topicamente.

FIG. 8B: Inhibicion in vivo de RSV utilizando los agentes de iRNA administrados por via aerosol. Los agentes de
iRNA descritos en la Figura se testaron respecto a actividad anti-RSV in vivo como se describe en los Ejemplos.

FIG. 9: Proteccion in vivo contra la infeccion de RSV utilizando agentes de iRNA. Los agentes de iRNA descritos en
la Figura se testaron antes del enfrentamiento a RSV para testar su actividad protectora.

DESCRIPCION DETALLADA

Para facilidad de exposicién, el término "nucleétido” o "ribonucledtido" se utiliza a veces en esta memoria con
referencia a una o mas subunidades mondémeras de un agente de RNA. Se comprendera que el uso del término
"ribonucledtido" o "nucleétido” en esta memoria puede, en el caso de un RNA o sustituto de nucleétido modificado,
referirse también a un nucleétido modificado, o resto de reemplazamiento sustituto, como se describe ulteriormente
en esta memoria, en una o mas posiciones.

Un "agente de RNA", como se utiliza en esta memoria, es un RNA sin modificar, RNA modificado, o sustituto de
nucledsido, todos los cuales se describen en esta memoria o son bien conocidos en la técnica de la sintesis de RNA.
Si bien se describen numerosos RNAs y sustitutos de nucledsidos modificados, ejemplos preferidos incluyen
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aquéllos que tienen mayor resistencia a la degradacion por las nucleasas que los RNAs sin modificar. Ejemplos
preferidos incluyen aquéllos que tienen una modificacion 2' en el azlcar, una modificacién en un saliente
monocatenario, preferiblemente un saliente monocatenario 3' o, particularmente si es monocatenaria, una
modificacién 5' que incluye uno o mas grupos fosfato o uno o mas analogos de un grupo fosfato.

Un "agente de iRNA" (abreviatura para "agente de RNA de interferencia"), como se utiliza en esta memoria, es un
agente de RNA, que puede regular en sentido decreciente la expresion de un gen diana, v.g. RSV. Si bien no se
desea quedar ligados por la teoria, un agente de iRNA puede actuar por uno o mas de cierto nimero de
mecanismos, que incluyen escision post-transcripcional de un mRNA diana al que se hace referencia a veces en la
técnica como RNAI, o0 mecanismos pre-transcripcionales o pre-traduccionales. Un agente de iRNA puede ser un
agente de iRNA bicatenario (ds).

Un "agente de ds iRNA" (abreviatura para "agente de iRNA bicatenario"), como se utiliza en esta memoria, es un
agente de iRNA que incluye mas de una, y preferiblemente dos, cadenas en las cuales la hibridacion intercatenaria
puede formar una region de estructura duplex. En esta memoria, una "cadena" hace referencia a una secuencia
contigua de nucleétidos (con inclusion de nucledtidos no existentes naturalmente o modificados). Las dos o mas
cadenas pueden ser, o formar cada una parte de moléculas separadas, o pueden estar interconectadas
covalentemente, v.g. por un enlazador, v.g. un enlazador de polietilenglicol, para formar una sola molécula. Al menos
una cadena puede incluir una region que es suficientemente complementaria a un RNA diana. Dicha cadena se
conoce como la "cadena antisentido". Una segunda cadena comprendida en el agente dsRNA que comprende una
region complementaria a la cadena antisentido se conoce como la "cadena sentido". No obstante, un agente de ds
iRNA puede formarse también a partir de una sola molécula de RNA que es, al menos en parte, auto-
complementaria, formando, v.g., una estructura en horquilla o0 "mango de sartén" con inclusién de una regién duplex.
En tal caso, el término "cadena" hace referencia a una de las regiones de la molécula de RNA que es
complementaria a otra region de la misma molécula de RNA.

Aunque, en las células de mamifero, los agentes de ds iRNA largos pueden inducir la respuesta de interferén que es
frecuentemente perjudicial, los agentes de ds iRNA cortos no desencadenan la respuesta de interferén, al menos no
en tal grado que sea perjudicial para la célula y/o el hospedador. Los agentes de iRNA de la presente invencién
incluyen moléculas que son suficientemente cortas de tal modo que no desencadenan una respuesta perjudicial de
interferén en las células de mamifero. Asi, la administracién de una composicién de un agente de iRNA (v.g.,
formulada como se describe en esta memoria) a una célula de mamifero puede utilizarse para silenciar la expresion
de un gen RSV al tiempo que se soslaya una respuesta de interferén perjudicial. Las moléculas que son
suficientemente cortas para no desencadenar una respuesta perjudicial de interferon se denominan agentes siRNA o
siRNAs en esta memoria. Como se utiliza en esta memoria, "agente siRNA" o "siRNA", se refiere a un agente de
iRNA, v.g., un agente de ds iRNA, que es suficientemente corto para no inducir una respuesta perjudicial de
interferén en una célula humana, v.g., tiene una region duplex de menos de 30 pares de nucleoétidos.

Los agentes de iRNA aislados descritos en esta memoria, con inclusion de agentes de ds iRNA y agentes siRNA,
pueden mediar la silenciacién de un gen, v.g., por degradacion del RNA. Por conveniencia, a dicho RNA se hace
referencia también en esta memoria como el RNA a silenciar. A un gen de este tipo se hace referencia también
como un gen diana. Preferiblemente, el RNA a silenciar es un producto génico de un gen de RSV, particularmente el
producto de los genes P, No L.

Como se utiliza en esta memoria, la expresién "media RNAI" hace referencia a la capacidad de un agente para
silenciar, de una manera especifica de la secuencia, un gen diana. La "silenciacién de un gen diana" significa el
proceso por el cual una célula que contiene y/o secreta un cierto producto del gen diana, cuando no esta en contacto
con el agente, contendra y/o secretara al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, o 90% menos de
dicho producto génico cuando esta en contacto con el agente, en comparaciéon con una célula similar que no se ha
puesto en contacto con el agente. Dicho producto del gen diana puede, por ejemplo, ser un RNA mensajero
(mRNA), una proteina, o un elemento regulador.

En los usos antivirales de la presente invencién, la silenciacién de un gen diana dara como resultado una reduccion
en el "titulo viral" en una célula o en el individuo. Como se utiliza en esta memoria, "reduccioén en el titulo viral" hace
referencia a una disminucion en el ndmero de virus viables producidos por una célula o encontrados en un
organismo que sufre la silenciacion de un gen diana viral. La reduccion en la cantidad celular de virus producida
conducira preferiblemente a una disminucién en la cantidad de virus medible producida en los tejidos de un individuo
sometido a tratamiento y una reduccién en la gravedad de los sintomas de la infeccion viral. Se hace referencia
también a los agentes de iRNA de la presente invencién como "agentes de iRNA antivirales".

Como se utiliza en esta memoria, un "gen RSV" se refiere a uno cualquiera de los genes identificados en el genoma
del virus RSV (véase Falsey, A.R., y E.E. Walsh, 2000, Clinical Microbiological Reviews 13:371-84). Estos genes son
facilmente conocidos en la técnica e incluyen los genes N, P y L que se ilustran en esta memoria.

Como se utiliza en esta memoria, el término "complementario" se utiliza para indicar un grado suficiente de
complementariedad tal que ocurre fijacion estable y especifica entre un compuesto de la invencién y una molécula
de RNA diana, v.g. una molécula de mRNA viral de RSV. La fijacion especifica requiere un grado suficiente de
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complementariedad para evitar fijacion inespecifica del compuesto oligémero a secuencias distintas de la diana en
condiciones en las cuales se desea la fijacion especifica, es decir en condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos
in vivo o tratamiento terapéutico, o en el caso de ensayos in vitro, en las condiciones en que se realizan los ensayos.
Las secuencias distintas de la diana difieren tipicamente por al menos cuatro nucleétidos.

Como se utiliza en esta memoria, un agente de iRNA es "suficientemente complementario” a un RNA diana, v.g. un
mRNA diana (v.g., un mRNA de RSV diana) si el agente de iRNA reduce la produccion de una proteina codificada
por el RNA diana en una célula. El agente de iRNA puede ser también "exactamente complementario" al RNA diana,
v.g., el RNA diana y el agente de iRNA se reasocian, preferiblemente para formar un hibrido producido
exclusivamente por pares de bases Watson-Crick en la regién de complementariedad exacta. Un agente de iRNA
"suficientemente complementario” puede incluir una region interna (v.g., de al menos 10 nucleétidos) que es
exactamente complementaria a un RNA viral diana. Ademas, en algunas realizaciones, el agente de iRNA discrimina
especificamente una diferencia de un solo nucleétido. En este caso, el agente de iRNA media sélo RNAI si se
encuentra complementariedad exacta en la regioén (v.g., dentro de 7 nucleétidos) de la diferencia de un solo
nucleétido. Agentes de iRNA preferidos estan basados en o consistiran en o comprenderan las secuencias de
sentido y antisentido estipuladas en los Ejemplos.

Como se utiliza en esta memoria, "esencialmente idéntico" cuando se utiliza haciendo referencia a una primera
secuencia de nucleétidos en comparaciéon con una segunda secuencia de nucledtidos significa que la primera
secuencia de nucledtidos es idéntica a la segunda secuencia de nucleétidos excepto por una, dos o tres
sustituciones de nucleétidos (v.g., adenosina reemplazada por uracilo).

Como se utiliza en esta memoria, un "individuo" hace referencia a un organismo mamifero sometido a tratamiento
para un trastorno mediado por expresion viral, tal como infeccién de RSV, o sometido a tratamiento profilactico para
prevenir la infeccion viral. El individuo puede ser cualquier mamifero, tal como un primate, vaca, caballo, ratén, rata,
perro, cerdo o cabra. En la realizacion preferida, el individuo es un humano.

Como se utiliza en esta memoria, el tratamiento de la infeccion de RSV se refiere al mejoramiento de cualesquiera
puntos finales bioldgicos o patolégicos que 1) estda mediado en parte por la presencia del virus en el individuo y 2)
cuyo resultado puede verse afectado por reduccién del nivel de productos génicos virales presente.

Diseio y Seleccion de Agentes de iRNA

La presente invencién esta basada en la demostracion de la silenciacion de genes diana de un gen viral respiratorio
in vivo después de administracion local a los pulmones y al conducto nasal de un agente de iRNA sea por
administraciéon/inhalacién intranasal o por via sistémica/parenteral por inyeccion y el tratamiento resultante de la
infeccion viral. La presente invencion se extiende adicionalmente al uso de agentes de iRNA para mas de un virus
respiratorio y el tratamiento de ambas infecciones de virus con co-administracién de dos o mas agentes de iRNA.

Basandose en estos resultados, se describe un agente de iRNA que puede ser utilizado en el tratamiento de una
infeccion viral, particularmente virus respiratorios y en particular infeccién de RSV, en forma aislada y como una
composicion farmacéutica descrita mas adelante. Tales agentes incluiran una cadena sentido que tiene al menos 15
nucledtidos contiguos 0 mas que son complementarios a un gen viral y una cadena antisentido que tiene al
menos15 nucledtidos contiguos 0 mas que son complementarios a la secuencia de la cadena sentido. Son
particularmente utiles agentes de iRNA que estan constituidos por, consisten esencialmente en o comprenden una
secuencia de nucledtidos del gen P, N, y L de RSV como se estipula en la Tabla 1 (a-c).

Los agentes de iRNA estan basados en y comprenden al menos 15 nucleétidos contiguos o0 mas de uno de los
agentes de iRNA que se muestran como activos en la Tabla 1 (a-c). En tales agentes, el agente puede estar
constituido, o consistir esencialmente en, o comprender la secuencia entera proporcionada en la tabla o puede
comprender 15 o mas residuos contiguos estipulados en la Tabla 1 (a-c) junto con nucleétidos adicionales de
regiones contiguas del gen diana.

Un agente de iRNA puede estar disefiado racionalmente basandose en informacién de secuencia y caracteristicas
deseadas y la informacién proporcionada en la Tabla 1 (a-c). Por ejemplo, un agente de iRNA puede estar disefiado
de acuerdo con la secuencia de los agentes estipulados en la tabla y teniendo en cuenta la secuencia codificante
entera del gen diana.

De acuerdo con ello, se describen agentes de iRNA que comprenden una cadena sentido y cadena antisentido cada
una de las cuales comprende una secuencia de al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 6 23 nucleétidos que es
esencialmente idéntica a, como se define arriba, una porcién de un gen de un virus respiratorio, particularmente los
genes de las proteinas P, N o L de RSV. Agentes de iRNA ilustrativos incluyen aquéllos que comprenden 15
nucleétidos contiguos o mas de uno de los agentes estipulados en la Tabla 1 (a-c).

La cadena antisentido de un agente de iRNA deberia ser igual a o al menos 15, 16, 17, 18, 19, 25, 29, 40, 6 50
nucledtidos de longitud. La misma deberia ser igual a o menor que 50, 40, 6 30 nucledtidos de longitud. Intervalos
preferidos son 15 a 30, 17 a 25, 19 a 23, y 19 a 21 nucledtidos de longitud. Agentes de iRNA ilustrativos incluyen
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aquéllos que comprenden 15 nucleétidos o mas de una de las cadenas antisentido de uno de los agentes indicados
en la Tabla 1 (a-c).

La cadena sentido de un agente de iRNA deberia ser igual a o al menos 15, 16, 17, 18, 19, 25, 29, 40, 6 50
nucledtidos de longitud. La misma deberia ser igual a o menor que 50, 40, 6 30 nucledtidos de longitud. Intervalos
preferidos son 15 a 30, 17 a 25, 19 a 23, y 19 a 21 nucledtidos de longitud. Agentes de iRNA ilustrativos incluyen
aquéllos que comprenden 15 nucleétidos 0 mas de una de las cadenas de sentido de uno de los agentes de la Tabla
1 (a-c).

La porcion bicatenaria de un agente de iRNA deberia ser igual a o al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 29, 40 6 50 pares de nucleétidos de longitud. La misma deberia ser igual a o menor que 50, 40, 6 30 pares de
nucledtidos de longitud. Intervalos preferidos son 15 a 30, 17 a 25, 19 a 23, y 19 a 21 pares de nucleétidos de
longitud.

Los agentes estipulados en la Tabla 1 (a-c) tienen una longitud de 21 nucledtidos para cada cadena. Los agentes de
iRNA contienen una regién bicatenaria de 19 nucleétidos con un saliente de dos nucleétidos en cada uno de los
extremos 3' del agente. Estos agentes pueden estar modificados como se describe en esta memoria para obtener
agentes equivalentes que comprenden al menos una porcion de estas secuencias (15 nucleétidos contiguos o mas)
y/o modificaciones respecto a las bases y enlaces de oligonucleétidos.

Generalmente, los agentes iRNA incluyen una region de complementariedad suficiente al gen viral, v.g. la proteina
P, N, o L de RSV, y tienen longitud suficiente en términos de nucleétidos, para que el agente de iRNA, o un
fragmento del mismo, pueda mediar la regulacidon decreciente del gen viral especifico. Las cadenas antisentido de
los agentes de iRNA de la presente invencién son con preferencia totalmente complementarias a las secuencias de
mRNA del gen viral, como sucede en esta memoria para las proteinas P, L, o N de RSV. Sin embargo, no es
necesario que exista complementariedad perfecta entre el agente iRNA y la diana, pero la correspondencia tiene que
ser suficiente para permitir que el agente de iRNA, o un producto de escisién del mismo, dirija la silenciacion
especifica de la secuencia, v.g., por escision de RNAi de un mRNA de RSV.

Por tanto, los agentes de iRNA descritos incluyen agentes que comprenden una cadena sentido y una cadena
antisentido, cada una de las cuales comprende una secuencia de al menos 16, 17 & 18 nucledtidos que es
esencialmente idéntica, como se define mas adelante, a una de las secuencias de un gen viral, particularmente la
proteina P, N o L de RSV, tal como los agentes estipulados en la Tabla 1 (a-c), excepto que no mas de 1,2 6 3
nucleétidos por cadena, respectivamente, han sido sustituidos por otros nucleétidos (v.g. adenosina reemplazada
por uracilo), mientras que retienen esencialmente la capacidad para inhibir la expresiéon de RSV en células humanas
cultivadas, como se define mas adelante. Estos agentes poseeran por tanto al menos 15 nucleétidos o mas idénticos
a una de las secuencias de un gen viral, particularmente el gen de las proteinas P, L o N de RSV, excepto que se
introducen 1, 2 6 3 apareamientos de bases erréneos con respecto a la secuencia de mRNA del virus diana o entre
las cadenas de sentido y antisentido. La tolerancia de apareamientos erroneos respecto a la secuencia del mRNA
del virus diana, particularmente en la cadena antisentido, es maxima en las regiones terminales y, si estan presentes
los mismos, se encuentran preferiblemente en una regiéon o regiones terminales, v.g., dentro de 6, 5, 4, 6 3
nucleétidos de un extremo 5' y/o 3', muy preferiblemente dentro de 6, 5, 4, 6 3 nucledtidos del extremo 5' de la
cadena sentido o el término 3' de la cadena antisentido. Las cadenas sentido precisan Unicamente tener
complementariedad suficiente con la cadena antisentido para mantener el caracter global bicatenario de la molécula.

Las cadenas de sentido y antisentido pueden seleccionarse de tal modo que el agente de iRNA incluye una sola
cadena o regién no apareada en uno o ambos extremos de la molécula, tal como las ilustradas en la Tabla 1 (a-c).
Asi, un agente de iRNA contiene cadenas de sentido y antisentido, preferiblemente apareadas para contener un
saliente, v.g. uno o dos salientes 5' o 3' pero preferiblemente un saliente 3' de 2-3 nucledtidos. La mayoria de las
realizaciones tendran un saliente 3'. Los agentes siRNA preferidos tendran salientes monocatenarios,
preferiblemente salientes 3', de 1 a 4, o preferiblemente 2 6 3 nucledtidos de longitud, en uno o ambos extremos del
agente de iRNA. Los salientes pueden ser el resultado de una cadena que sea mas larga que la otra, o el resultado
de dos cadenas de la misma longitud que estan escalonadas. Los extremos 5' estan preferiblemente fosforilados.

Las longitudes preferidas para la region duplex son entre 15 y 30, muy preferiblemente 18, 19, 20, 21, 22, y 23
nucledtidos de longitud, v.g., dentro de la gama de agentes siRNA arriba expuesta. Se incluyen también
realizaciones en las cuales las dos cadenas del agente siRNA estan enlazadas, v.g., enlazadas covalentemente.
Estan también dentro de la invencion estructuras en horquilla o estructuras monocatenarias de otro tipo que
proporcionan la regién bicatenaria requerida, y preferiblemente un saliente 3'.

Evaluacion de los Agentes de iRNA Candidato

Un agente de iRNA candidato puede evaluarse por su capacidad para regular en sentido decreciente la expresion
del gen diana. Por ejemplo, un agente de iRNA candidato puede proporcionarse y ponerse en contacto con una
célula, v.g. una célula humana, que ha sido infectada con o sera infectada con el virus de interés, v.g., un virus que
contiene el gen diana. Alternativamente, la célula puede transfectarse con un constructo a partir del cual se expresa
un gen viral diana, previniendo asi la necesidad de un modelo de infectividad viral. El nivel de expresion del gen
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diana antes y después del contacto con el agente de iRNA candidato puede compararse, v.g., en cuanto a un nivel
de RNA o de proteina o titulo viral. Si se determina que la cantidad de RNA, proteina o virus expresada por el gen
diana es menor después del contacto con el agente de iRNA, puede llegarse a la conclusion de que el agente de
iRNA regula en sentido decreciente la expresion del gen diana. El nivel de RNA viral o proteina viral diana en la
célula o titulo viral en una célula o tejido puede determinarse por cualquier método deseado. Por ejemplo, el nivel de
RNA diana puede determinarse por analisis mediante transferencia Northern, transcripcion inversa acoplada con
reaccion en cadena de polimerasa (RT-PCR), analisis de bDNA, o ensayo de proteccién contra las RNAsas. El nivel
de proteina puede determinarse, por ejemplo, por analisis de transferencia Western o inmuno-fluorescencia. El titulo
viral puede detectarse por un ensayo de formacién de calvas.

Testado de Estabilidad, Modificacion y Retestado de los Agentes de iRNA

Un agente de iRNA candidato puede evaluarse con respecto a estabilidad, v.g., su susceptibilidad a la escisién por
una endonucleasa o exonucleasa, tal como cuando el agente de iRNA se introduce en el cuerpo de un individuo.
Pueden emplearse métodos para identificar sitios que son susceptibles de modificacién, particularmente escision,
v.g., escisién por un componente encontrado en el cuerpo de un individuo.

Cuando se identifican los sitios susceptibles de escision, puede disefiarse y/o sintetizarse un agente de iRNA
adicional en el que el sitio de escision potencial se hace resistente a la escision, v.g. por introduccion de una
modificacion 2' en el sitio de escision, v.g. un grupo 2'-O-metilo. Este agente de iRNA adicional puede testarse de
nuevo respecto a estabilidad, y este proceso puede iterarse hasta que se encuentra un agente de iRNA que exhibe
la estabilidad deseada.

Testado in vivo

Un agente de iRNA identificado como capaz de inhibir la expresion de un gen viral puede testarse respecto a
funcionalidad in vivo en un modelo animal (v.g., en un mamifero, tal como un ratén, rata o primate) como se muestra
en los ejemplos. Por ejemplo, el agente de iRNA puede administrarse a un animal, y el agente de iRNA evaluarse
con respecto a su biodistribucion, estabilidad, y su capacidad para inhibir la expresion de un gen viral, por ejemplo
RSV o reducir el titulo de virus.

El agente de iRNA puede administrarse directamente al tejido diana, por ejemplo por inyeccion, o el agente de iRNA
puede administrarse al modelo animal del mismo modo que se administraria a un humano. Como se muestra en
esta memoria, el agente puede administrarse preferiblemente por inhalacion como medio de tratamiento de la
infeccion viral.

El agente de iRNA puede evaluarse también en cuanto a su distribucion intracelular. La evaluacién puede incluir la
determinacion de si el agente de iRNA fue capturado en la célula. La evaluacion puede incluir también determinacion
de la estabilidad (v.g. la semi-vida) del agente de iRNA. La evaluacién de un agente de iRNA in vivo puede facilitarse
por el uso de un agente de iRNA conjugado a un marcador rastreable (v.g., un marcador fluorescente, tal como
fluoresceina; un marcador radiactivo, tal como *°S, %P, *p, 3H; particulas de oro; o particulas de antigeno para
inmunohistoquimica) o un otro método de deteccion adecuado.

El agente de iRNA puede evaluarse con respecto a su capacidad para regular en sentido decreciente la expresion
de genes virales. Los niveles de expresién de genes virales in vivo pueden medirse, por ejemplo, por hibridacién in
situ, o por el aislamiento de RNA de un tejido antes y después de la exposiciéon al agente de iRNA. En los casos en
que el animal precisa ser sacrificado a fin de recoger el tejido, servird para comparacion un animal de control sin
tratar. El mRNA viral diana puede detectarse por cualquier método deseado incluyendo, pero sin caracter limitante,
RT-PCR, transferencia Northern, ensayo de DNA ramificado, o ensayo de proteccion contra las RNAsas. Alternativa
o adicionalmente, la expresion de genes virales puede monitorizarse por realizacion de analisis de transferencia
Western sobre extractos de tejido tratados con el agente de iRNA o por ELISA. El titulo viral puede determinarse
utilizando un ensayo de unidades de formacién de calvas (pfu).

Quimica del iRNA

Se describen en esta memoria agentes de iRNA aislados, v.g., agentes dsRNA, que median RNAi para inhibir la
expresion de un gen viral, v.g. la proteina P de RSV.

Los agentes RNA expuestos en esta memoria incluyen RNA sin modificar por lo demas asi como RNA que se ha
modificado, v.g. para mejorar la eficacia, y polimeros de sustitutos de nucledsidos. EI RNA sin modificar se refiere a
una molécula en la cual los componentes del acido nucleico, a saber azlcares, bases, y restos fosfato, son los
mismos o esencialmente los mismos que los que existen en la naturaleza, preferiblemente tal como se encuentran
naturalmente en el cuerpo humano. La técnica se ha referido a los RNA extrafios o inusuales, pero existentes
naturalmente, como RNAs modificados, véase, v.g., Limbach et al., (1994) Nucleic Acids Res. 22:2183-2196. Tales
RNAs extrafios o inusuales, denominados a menudo RNAs modificados (debido aparentemente a que éstos son
tipicamente el resultado de una modificacion post-transcripcional) estan dentro del término RNA sin modificar, como
se utiliza en esta memoria. EIl RNA modificado, como se utiliza en esta memoria, hace referencia a una molécula en
la cual uno o mas de los componentes del &cido nucleico, a saber azucares, bases o restos fosfato, son diferentes
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de los que existen en la naturaleza, preferiblemente diferentes de los que existen en el cuerpo humano. Si bien se
hace referencia a ellos como "RNAs" modificados, los mismos incluiran por supuesto, debido a la modificacion,
moléculas que no son RNAs. Los sustitutos de nucledsidos son moléculas en las cuales la cadena principal de
ribofosfato estd reemplazada con un constructo que no es un ribofosfato que permite que las bases sean
presentadas en la relacién espacial correcta de tal modo que la hibridacién sea sustancialmente similar a la que se
observa con una cadena principal de ribofosfato, v.g., miméticos no cargados de la cadena principal de ribofosfato.
Ejemplos de cada uno de los anteriores se exponen en esta memoria.

Las modificaciones descritas en esta memoria pueden incorporarse en cualquier RNA bicatenario y molécula
semejante a RNA descrita en esta memoria, v.g., un agente de iRNA. Puede ser deseable modificar una o ambas de
las cadenas antisentido y sentido de un agente de iRNA. Dado que los acidos nucleicos son polimeros de
subunidades o monémeros, muchas de las modificaciones descritas mas adelante ocurren en una posiciéon que se
repite dentro de un acido nucleico, v.g., una modificacién de una base, o un resto fosfato, o el O no enlazador de un
resto fosfato. En algunos casos, la modificacion se encontrara en todas las posiciones objetivo en el acido nucleico,
pero en muchos, y de hecho en la mayoria de los casos, no sera asi. A modo de ejemplo, una modificacion puede
ocurrir solamente en una posicién terminal 3' o 5', puede ocurrir solamente en una regién terminal, v.g. en una
posicion de un nucleétido terminal o en los ultimos 2, 3, 4, 5 6 10 nucleétidos de una cadena. Una modificacion
puede ocurrir en una region bicatenaria, una region monocatenaria, o en ambas. V.g., una modificacion fosforotioato
en una posicion de O no enlazador puede ocurrir solamente en uno o ambos extremos, puede ocurrir solamente en
una regién terminal, v.g. en una posiciéon en un nucleétido terminal o en los ultimos 2, 3, 4, 5, 6 10 nucledtidos de
una cadena, o puede ocurrir en regiones bicatenarias y monocatenarias, particularmente en los extremos.
Analogamente, una modificacion puede ocurrir en la cadena sentido, la cadena antisentido, o ambas. En algunos
casos, la cadena sentido y la cadena antisentido tendran las mismas modificaciones o la misma clase de
modificaciones, pero en otros casos la cadena sentido y la cadena antisentido tendran modificaciones diferentes,
v.g. en algunos casos puede ser deseable modificar una sola cadena, v.g. la cadena sentido.

Dos objetivos primarios para la introduccion de modificaciones en los agentes de iRNA son su estabilizacion frente a
la degradacion en ambientes biolégicos y la mejora de propiedades farmacoldgicas, v.g. propiedades
farmacodinamicas, que se exponen con mayor detalle mas adelante. Otras modificaciones adecuadas a un azucar,
base o cadena principal de un agente de iRNA se describen en W02004/064737. Un agente de iRNA puede incluir
una base no existente naturalmente, tal como las bases descritas en W02004/094345. Un agente de iRNA puede
incluir un azucar no existente naturalmente, tal como una molécula portadora ciclica distinta de un carbohidrato.
Caracteristicas ilustrativas de azucares no existentes naturalmente para uso en agentes de iRNA se describen en
W02004/064737.

Un agente de iRNA puede incluir un enlace internucleotidico (v.g., el enlace quiral fosforotioato) util para aumentar la
resistencia a las nucleasas. Adicionalmente, o como alternativa, un agente de iRNA puede incluir un mimético de
ribosa para resistencia mejorada a las nucleasas. Enlaces ilustrativos internucleotidicos y miméticos de ribosa para
resistencia mejorada a las nucleasas se describen en W02004/094345.

Un agente de iRNA puede incluir subunidades monémeras conjugadas con ligandos y mondémeros para la sintesis
de oligonucleétidos. Monédmeros ilustrativos se describen en la solicitud de patente n® US 2005/0107325.

Un agente de iRNA puede tener una estructura ZXY, tal como la descrita en WO2004/094345.

Un agente de iRNA puede estar complejado con un resto anfipatico. Restos anfipatico ilustrativos para uso con
agentes de iRNA se describen en W02004/094345.

El agente de iRNA puede estar complejado con un agente de administraciéon que caracteriza un complejo modular.
El complejo puede incluir un agente portador enlazado a uno o mas de (preferiblemente dos o mas, mas
preferiblemente los tres): (a) un agente de condensacion (v.g. un agente capaz de atraer, v.g. fijar, un acido nucleico,
v.g., por interacciones ionicas o electrostaticas); (b) un agente fusogénico (v.g. un agente capaz de fusionarse y/o
transportarse a través de una membrana celular); y (c) un grupo de direccionamiento, v.g., un agente de
direccionamiento a una célula o tejido, v.g. una lectina, glicoproteina, lipido o proteina, v.g., un anticuerpo, que se fija
a un tipo de célula especificado. Agentes de iRNA complejados con una fuente de administracion se describen en
W02004/094345.

Un agente de iRNA puede tener apareamientos no candnicos, por ejemplo entre las secuencias de sentido y
antisentido del duplex iRNA. Caracteristicas ilustrativas de agentes de iRNA no candnicos se describen en
W02004/094345.

Resistencia mejorada a las nucleasas

Un agente de iRNA, v.g., un agente de iRNA que esta direccionado a RSV, puede tener resistencia mejorada a las
nucleasas.

Para resistencia mejorada a las nucleasas y/o afinidad de fijacién a la diana, un agente de iRNA, v.g. las cadenas de
sentido y/o antisentido del agente de iRNA, puede incluir, por ejemplo, unidades ribosa modificadas en 2' y/o enlaces
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fosforotioato. V.g., el grupo 2'-hidroxilo (OH) puede estar modificado o reemplazado con cierto numero de
sustituyentes "oxi" o "desoxi" diferentes.

Ejemplos de modificaciones del grupo "oxi"-2'-hidroxilo incluyen alcoxi o ariloxi (OR), v.g., R = H, alquilo, cicloalquilo,
arilo, aralquilo, heteroarilo o azucar); polietilenglicoles (PEG), O(CH.CH,0),CH,CH.OR; &cidos nucleicos
"inmovilizados" (LNA) en los cuales el 2'-hidroxilo esta conectado, v.g., por un puente metileno, al carbono 4' del
mismo azucar ribosa; O-AMINA y aminoalcoxi, O(CH2),AMINA, (v.g., AMINA=NH,; alquilamino, dialquilamino,
heterociclil-amino, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, o diheteroarilamino, etilenodiamina, poliamino). Es digno
de mencion que los oligonucledtidos que contienen solamente el grupo metoxietilo (MOE), (OCH,CH,OCHj3, un
derivado de PEG), exhiben estabilidades a las nucleasas comparables a los modificados con la modificacién robusta
fosforotioato.

Modificaciones "deoxi" incluyen hidrégeno (es decir azlcares desoxirribosa, que son de particular relevancia para las
porciones salientes de RNA parcialmente ds); halo (v.g., fluoro); amino (v.g. NH); alquilamino, dialquilamino,
heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino, o aminoacido); NH(CH>CH2NH),CH>CHa-
AMINA (AMINA = NHy; alquilamino, dialquilamino, heterociclil-amino, arilamino, diaril-amino, heteroaril-amino, o
diheteroaril-amino), -NHC(O)R (R = alquilo, cicloalquilo, alquilo, aralquilo, heteroarilo o azucar), ciano; mercapto;
alquiltio-alquilo; tioalcoxi; y alquilo, cicloalquilo, arilo, alquenilo y alquinilo, que pueden estar sustituidos
opcionalmente con, v.g., una funcionalidad amino.

Sustituyentes preferidos son 2'-metoxietilo, 2'-OCHs, 2'-O-alilo, 2'-C-alilo, y 2'-fluoro.

Una manera de aumentar la resistencia consiste en identificar sitios de escision y modificar tales sitios para inhibir la
escision, como se describe en la Solicitud de Patente U.S. No. 60/559917, del mismo propietario, presentada el 4 de
mayo de 2004. Por ejemplo, los dinucledtidos 5'-UA-3', 5-UG-3', 5'-CA-3', 5'-UU-3', o 5'-CC-3' pueden servir como
sitios de escision. La resistencia mejorada a las nucleasas puede conseguirse por tanto por modificacion del
nucleétido 5', dando como resultado, por ejemplo, al menos un dinucleétido 5'-uridina-adenina-3' (5'-UA-3') en el cual
la uridina es un nucleétido modificado en 2'; al menos un dinucledétido 5'-uridina-guanina-3' (5'-UG-3'), en donde la 5'-
uridina es un nucleétido modificado en 2'; al menos un dinucledtido 5'-citidina-adenina-3' (5'-CA-3'), en donde la 5'-
citidina es un nucleétido modificado en 2'; al menos un dinucleétido 5'-uridina-uridina-3' (5'-UU-3'), en donde la 5'-
uridina es un nucleétido modificado en 2', o al menos un dinucledétido 5'-citidina-citidina-3' (5'-CC-3'), en donde la 5'-
citidina es un nucleétido modificado en 2'. El agente de iRNA puede incluir al menos 2, al menos 3, al menos 4 o al
menos 5 de tales dinucledtidos. En ciertas realizaciones, todas las pirimidinas de un agente de iRNA llevan una
modificacién 2', y el agente de iRNA tiene por consiguiente resistencia mejorada a las endonucleasas.

Para maximizar la resistencia a las nucleasas, las modificaciones 2' pueden utilizarse en combinacién con una o mas
modificaciones de enlazadores fosfato (v.g., fosforotioato). Los denominados oligonucleétidos "quiméricos" son
aquéllos que contienen dos o mas modificaciones diferentes.

La inclusién de azucares furanosa en la cadena principal del oligonucledtido puede producir también la escision
endonucleolitica. Un agente de iRNA puede estar modificado ulteriormente por inclusién de un grupo catiénico 3', o
por inversion del nucledsido en el término 3' con un enlace 3'-3'. En otra alternativa, el término 3' puede bloquearse
con un grupo aminoalquilo, v.g., un grupo 3'-C5-aminoalquil-dT. Otros conjugados en 3' pueden inhibir la escision
exonucleolitica 3'-5'. Si bien no se desea quedar ligados por la teoria, un conjugado en 3', tal como naproxeno o
ibuprofeno, puede inhibir la escision exonucleolitica por bloquear estéricamente la fijacion de la exonucleasa al
extremo 3' del oligonucleétido. Incluso pequefas cadenas alquilo, grupos arilo, o conjugados heterociclicos o
azucares modificados (D-ribosa, desoxirribosa, glucosa, etc) pueden bloquear las exonucleasas 3'-5'".

Analogamente, los conjugados 5' pueden inhibir la escision exonucleolitica 5'-3'. Si bien no se desea quedar ligados
por la teoria, un conjugado 5', tal como naproxeno o ibuprofeno, puede inhibir la escisién exonucleolitica por
bloquear estéricamente la fijacion de la exonucleasa al extremo 5' del oligonucleétido. Incluso pequefas cadenas
alquilo, grupos arilo, o conjugados heterociclicos o azlcares modificados (D-ribosa, desoxirribosa, glucosa, etc)
pueden bloquear las 3'-5'-exonucleasas.

Un agente de iRNA puede tener resistencia mejorada a las nucleasas cuando un agente de iRNA en forma duplex
incluye un saliente de nucle6tido monocatenario al menos en un extremo. En realizaciones preferidas, el saliente de
nucleétido incluye 1 a 4, preferiblemente 2 a 3, nucledtidos no apareados. En una realizacion preferida, el nucleétido
no apareado del saliente monocatenario que es directamente adyacente al par de nucleétidos terminal contiene una
base purina, y el par de nucledtidos terminal es un par G-C, o al menos dos de los cuatro Ultimos pares de
nuclestidos complementarios son pares G-C. En realizaciones adicionales, el saliente nucleotidico puede tener uno
o dos nucleétidos no apareados, y en una realizacion ilustrativa el saliente nucleotidico es 5-GC-3'. En realizaciones
preferidas, el saliente nucleotidico se encuentra en el extremo 3' de la cadena antisentido. En una realizacién, el
agente de iRNA incluye el motivo 5-CGC-3' en el extremo 3' de la cadena antisentido, con lo que se forma un
saliente de dos nucleétidos 5'-GC-3'.

Asi, un agente de iRNA puede incluir modificaciones a fin de inhibir la degradacion, v.g., por las nucleasas, v.g.,
endonucleasas o exonucleasas, encontradas en el cuerpo de un individuo. A estos monémeros se hace referencia
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en esta memoria como NRMs, o Mondémeros promotores de Resistencia a las Nucleasas, las modificaciones
correspondientes como modificaciones NRM. En muchos casos estas modificaciones modularan también otras
propiedades del agente de iRNA, v.g., la capacidad para interaccionar con una proteina, v.g., una proteina de
transporte, v.g., seroalbumina, o un miembro del RISC, o la capacidad de las secuencias primera y segunda para
formar un duplex una con otra o para formar un duplex con otra secuencia, v.g., una molécula diana.

Una o mas modificaciones NRM diferentes pueden introducirse en un agente de iRNA o en una secuencia de un
agente de iRNA. Una modificacion NRM puede utilizarse mas de una vez en una secuencia o en un agente de iRNA.

Las modificaciones NRM incluyen algunas que pueden estar situadas unicamente en el extremo y otras que pueden
situarse en cualquier posicion. Algunas modificaciones NRM que pueden inhibir la hibridacién se utilizan
preferiblemente sélo en regiones terminales, y mas preferiblemente no en el sitio de escisidon o en la regién de
escision de una secuencia que esta direccionada a una secuencia o gen objetivo, particularmente en la cadena
antisentido. Las mismas pueden utilizarse en cualquier punto en una cadena sentido, con tal que se mantenga
suficiente hibridacion entre las dos cadenas del agente de ds iRNA. En algunas realizaciones es deseable poner el
NRM en el sitio de escision o en la regidn de escision de una cadena sentido, dado que el mismo puede minimizar la
silenciacion fuera del objetivo.

En la mayoria de los casos, las modificaciones NRM se distribuirdn de modo diferente dependiendo de si las mismas
estan comprendidas en una cadena sentido o antisentido. Si se encuentran en una cadena antisentido, las
modificaciones que interfieran con o inhiban la escisién por las endonucleasas no deberian insertarse en la region
que esta sometida a escision mediada por RISC, v.g., el sitio de escisién o la regién de escision (descrita en Elbashir
etal., 2001, Genes and Dev. 15:188, incorporado en esta memoria por referencia). La escision de la diana tiene
lugar aproximadamente en el centro de una cadena antisentido de 20 6 21 nucledétidos, o aproximadamente 10 6 11
nucledtidos aguas arriba del primer nucleétido en el mMRNA diana que es complementario a la cadena antisentido.
Como se utiliza en esta memoria, sitio de escision se refiere a los nucledtidos a cualquier lado del sitio de escision,
en el mRNA diana o en la cadena del agente de iRNA que esta hibridado al mismo. La region de escisidon quiere
decir los nucledtidos dentro de 1, 2, 6 3 nucledtidos del sitio de escision, en cualquier direccion.

Tales modificaciones pueden introducirse en las regiones terminales, v.g., en la posiciéon terminal o con 2, 3, 4,6 5
posiciones del término, de una secuencia que esta direccionada o una secuencia que no esta direccionada a una
secuencia en el individuo.

Ligandos Fijados

Las propiedades de un agente de iRNA, con inclusiéon de sus propiedades farmacoldgicas, pueden verse influidas y
modificarse, por ejemplo, por la introduccién de ligandos, v.g. ligandos fijados.

Una gran diversidad de entidades, v.g. ligandos, pueden fijarse a un agente de iRNA, v.g., al portador de una
subunidad mondmera conjugada a un ligando. Se describen a continuacion ejemplos en el contexto de una
subunidad monoémera conjugada a un ligando, pero ello es sélo un caso preferido, pudiendo acoplarse entidades en
otros puntos de un agente de iRNA.

Restos preferidos son ligandos, que estan acoplados, preferiblemente por enlaces covalentes, sea directa o
indirectamente por una fijacion intermedia, al portador. El ligando puede estar unido al portador por una fijacion
intermedia. El ligando o ligando fijado puede estar presente en el monédmero conjugado al ligando cuando el
monoémero conjugado al ligando se incorpora en la cadena de crecimiento. El ligando puede incorporarse en una
subunidad mondémera "precursora" conjugada al ligando después que se ha incorporado una subunidad mondmera
"precursora” conjugada en la cadena de crecimiento. Por ejemplo, un mondémero que tenga, v.g., una fijacion
terminada en amino, v.g., TAP-(CH;),NH> puede incorporarse en una cadena sentido o antisentido en crecimiento.
En una operacién subsiguiente, es decir, después de incorporacion de la subunidad mondémera precursora en la
cadena, un ligando que tenga un grupo electroéfilo, v.g. un grupo pentafluorofenil-éster o -aldehido, puede unirse
subsiguientemente al mondmero precursor conjugado con el ligando por acoplamiento del grupo electrofilo del
ligando con el grupo nucledfilo terminal de la fijacién de la subunidad de monédmero precursora conjugada con el
ligando.

Un ligando puede alterar la distribucion, el direccionamiento o el tiempo de vida de un agente de iRNA en el cual se
incorpore. Un ligando puede proporcionar una afinidad mejorada para una diana seleccionada, v.g., molécula, célula
o tipo de célula, compartimiento, v.g., un compartimiento celular u organico, tejido, érgano, o region del cuerpo, en
comparacion v.g., con especies donde se carece de un ligando de este tipo.

Ligandos preferidos pueden mejorar el transporte, la hibridacién, y las propiedades de especificidad y pueden
mejorar también la resistencia a las nucleasas del oligorribonucleétido resultante natural o modificado, o una
molécula polimera que comprenda cualquier combinaciéon de los mondmeros descritos en esta memoria y/o
ribonucleétidos naturales o modificados.

Los ligandos en general pueden incluir modificadores terapéuticos, v.g., para mejora de la absorcion; compuestos de
diagndstico o grupos informadores, v.g., para monitorizacion de la distribucion; agentes de reticulacion; restos que
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confieren resistencia a las nucleasas; y nucleobases naturales o extranas. Ejemplos generales incluyen moléculas
lipdfilas, lipidos, lectinas, esteroides (v.g., uvaol, hecogenina, diosgenina), terpenos (v.g., triterpenos, v.g.,
sarsasapogenina, Friedelina, acido litocdlico derivatizado con epifriedelanol), vitaminas, carbohidratos (v.g., un
dextrano, pululano, quitina, quitosano, inulina, ciclodextrina o acido hialurénico), proteinas, agentes inhibidores de
proteinas, moléculas de direccionamiento de integrinas, policationes, péptidos, poliaminas, y miméticos peptidicos.

El ligando puede ser una molécula naturalmente existente o recombinante o sintética, tal como un polimero sintético,
v.g. un poliaminoéacido sintético. Ejemplos de poliaminoacidos incluyen casos en que el poliaminoacido es una
polilisina (PLL), acido poli-L-aspartico, acido poli-L-glutdmico, copolimero de anhidrido estireno-acido maleico,
copolimero  poli(L-lactida-co-glicolida), copolimero éter divinilico-anhidrico maleico, copolimero N-(2-
hidroxipropil)metacrilamida (HPMA), polietilenglicol (PEG), poli(alcohol vinilico) (PVA), poliuretano, poli(acido 2-
etilacrilico), polimeros de N-isopropilacrilamida, o polifosfaceno. Ejemplos de poliaminas incluyen: polietilenimina,
polilisina (PLL), espermina, espermidina, poliamina, pseudopéptido-poliamina, poliamina peptidomimética, poliamina
dendrimera, arginina, amidina, protamina, restos cationicos, v.g., lipido catidnico, porfirina cationica, sal cuaternaria
de una poliamina, o un péptido a-helicoidal.

Los ligandos pueden incluir también grupos de direccionamiento, v.g., un agente de direccionamiento a una célula o
tejido, v.g., una tirotropina, melanotropina, proteina A tensioactiva, carbohidrato de mucina, un poliaminoacido
glicosilado, transferrina, bisfosfonato, poliglutamato, poliaspartato, o un péptido RGD o mimético de péptido RGD.

Los ligandos pueden ser proteinas, v.g., glicoproteinas, lipoproteinas, v.g. lipoproteinas de baja densidad (LDL), o
albuminas, v.g. seroalbumina humana (HSA), o péptidos, v.g., moléculas que tengan una afinidad especifica para un
co-ligando, o anticuerpos, v.g., un anticuerpo que se fija a un tipo especificado de célula tal como una célula de
cancer, célula endotelial, o célula ésea. Los ligandos pueden incluir también hormonas y receptores hormonales. Los
mismos pueden incluir también especies no peptidicas, tales como cofactores, lactosa multivalente, galactosa
multivalente, N-acetil-galactosamina, N-acetil-glucosamina, manosa multivalente, o fucosa multivalente. El ligando
puede ser, por ejemplo, un lipopolisacarido, un activador de la quinasa MAP p38, o un activador de NF-kB.

El ligando puede ser una sustancia, v.g. un farmaco, que puede aumentar la absorcion del agente de iRNA en la
célula, por ejemplo, por rotura del citoesqueleto celular, v.g., por rotura de los microtibulos, microfilamentos, y/o
filamentos intermedios de la célula. El farmaco puede ser, por ejemplo, taxdl, vincristina, vinblastina, citochalasina,
nocodazol, jasplaquinolida, latrunculina A, faloidina, swinholida A, indanocina, o mioservina.

En un aspecto, el ligando es un lipido o una molécula basada en lipido. Una molécula lipidica o basada en lipido de
este tipo esta fijada preferiblemente a una proteina del suero, v.g., seroalbumina humana (HSA). Otras moléculas
que pueden fijarse a HSA pueden utilizarse también como ligandos. Por ejemplo, pueden utilizarse naproxino o
aspirina. Un ligando lipidico o basado en lipido puede (a) aumentar la resistencia a la degradacién del conjugado, (b)
aumentar el direccionamiento o el transporte a una célula 0 membrana celular diana, y/o (c) puede utilizarse para
ajustar la fijaciéon a una proteina del suero, v.g., HSA.

Puede utilizarse un ligando basado en lipido para modular, v.g. controlar la fijacion del conjugado a un tejido diana.
Por ejemplo, un ligando lipidico o basado en lipido que se fija a HSA mas fuertemente tendra menor probabilidad de
direccionarse al rifién y por consiguiente tendra menor probabilidad de ser aclarado del cuerpo. Un ligando lipidico o
basado en lipido que se fija a HSA menos fuertemente puede utilizarse para direccionar el conjugado al rifién.

El ligando de base lipidica puede fijarse a HSA. Preferiblemente, el mismo se fija a HSA con afinidad suficiente de tal
modo que el conjugado se distribuira preferiblemente en un tejido distinto del rifidn. Sin embargo, se prefiere que la
afinidad no sea tan fuerte que la fijacion HSA-ligando no pueda invertirse.

En otro aspecto, el ligando es un resto, v.g., una vitamina o nutriente, que es absorbido por una célula diana, v.g.,
una célula proliferante. Estos son particularmente Utiles para tratamiento de trastornos caracterizados por
proliferacion indeseable de células, v.g., del tipo maligno o no maligno, v.g., células de cancer. Vitaminas ilustrativas
incluyen vitamina A, E, y K. otras vitaminas ilustrativas incluyen las vitaminas B, v.g., acido félico, B12, riboflavina,
biotina, piridoxal u otras vitaminas o nutrientes absorbidos por las células del cancer.

En otro aspecto, el ligando es un agente de permeacion celular, preferiblemente un agente de permeacion celular
helicoidal. Preferiblemente, el agente es anfipatico. Un agente ilustrativo es un péptido tal como TAT o antenapedia.
Si el agente es un péptido, el mismo puede estar modificado, con inclusién de un mimético peptidico, invertomeros,
enlaces no peptidicos o pseudopeptidicos, y uso de D-aminoacidos. El agente helicoidal es preferiblemente un
agente alfa-helicoidal, que tiene preferiblemente una fase lipdfila y una fase lipéfoba.

Modificaciones 5'-fosfato

Los agentes de iRNA pueden estar fosforilados en 5' o incluir un analogo fosforilado en el término 5'. Modificaciones
del fosfato 5' de la cadena antisentido incluyen aquéllas que son compatibles con la silenciacién de genes mediada
por RISC. Modificaciones adecuadas incluyen: 5'-monofosfato ((HO)2(O)P-O-5'); 5'-difosfato ((HO)2(O)P-O-
P(HO)(0)-0-5"); trifosfato 5' (HO)2(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0)-0-5"); la capsula 5'-guanosina (metilada en 7 o no
metilada) (7m-G-0O-5'-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(O)-0-5"); la céapsula 5'-adenosina (Appp), y cualquier
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estructura de capsula nucleotidica modificada o no modificada. Otras modificaciones 5'-fosfato adecuadas seran
conocidas por las personas expertas.

La cadena sentido puede modificarse a fin de desactivar la cadena sentido y prevenir la formaciéon de un RISC
activo, reduciendo de este modo potencialmente los efectos fuera del objetivo. Esto puede realizarse por una
modificacion que previene la fosforilacion en 5' de la cadena sentido, v.g., por modificacién con un ribonucleoétido 5'-
O-metilado (véase Nykanen etal., (2001) ATP require ments and s mall interfer ing RNA structure in the RN A
interference pa thway, Cell 107, 309-321). Pueden utilizarse también otras modificaciones que previenen la
fosforilacion, v.g., la sustitucion simple del 5'-OH por H en lugar de O-Me. Alternativamente, puede afiadirse un
grupo de volumen grande al fosfato 5' convirtiéndolo en un enlace fosfodiéster.

Administracién de agentes de iRNA a tejidos y células

Formula cion

Los agentes de iRNA descritos en esta memoria pueden formularse para administracion a un individuo,
preferiblemente por administracion local a los pulmones y el conducto nasal (tejidos respiratorios) por interpolacion o
administracion intranasal, o por via parenteral, v.g. por inyeccion.

Para facilidad de exposicion, las formulaciones, composiciones, y métodos de esta seccion se exponen en gran
parte con relacién a agentes de iRNA sin modificar. Debe entenderse, sin embargo, que estas formulaciones,
composiciones y métodos pueden practicarse con otros agentes de iRNA, v.g., agentes de iRNA modificados, y
dicha practica esta dentro de la invencion.

Una composicion de agente de iRNA formulada puede adquirir una diversidad de estados. En algunos ejemplos, la
composicion es al menos parcialmente cristalina, uniformemente cristalina, y/o anhidra (v.g., menos de 80, 50, 30,
20 6 10% de agua). En otro ejemplo, el agente de iRNA se encuentra en fase acuosa, v.g. en una solucién que
incluye agua, siendo esta forma la forma preferida para administracion por inhalacién.

La fase acuosa o las composiciones cristalinas pueden incorporarse en un vehiculo de administracion, v.g., un
liposoma (particularmente para la fase acuosa), o una particula (v.g., una microparticula como puede ser apropiada
para una composicion cristalina). Generalmente, la composicion de agente de iRNA se formula de una manera que
es compatible con el método de administracion propuesto.

Una preparacion de agente de iRNA puede formularse en combinacion con otro agente, v.g., otro agente terapéutico
0 un agente que estabiliza un agente de iRNA, v.g., una proteina que se compleja con el agente de iRNA para
formar un iRNP. Otros agentes adicionales incluyen formadores de quelatos, v.g., EDTA (v.g., para eliminar cationes
divalentes tales como Mg”), sales, inhibidores de RNAsas, v.g., (un inhibidor de especificidad amplia de RNAsas tal
como RNAsina), etcétera.

En una realizacion, la preparacion del agente de iRNA incluye otro agente de iRNA, v.g., un segundo agente de
iRNA que puede mediar RNAI con respecto a un segundo gen. Otras preparaciones adicionales pueden incluir al
menos 3, 5, 10, 20, 50, 6 100 o mas especies de iRNA diferentes. En algunas realizaciones, los agentes estan
direccionados al mismo virus pero a diferentes secuencias diana. En otra realizacién, cada agente de iRNA se dirige
a un virus diferente. Como se muestra en el ejemplo, mas de un virus puede ser inhibido por co-administracion
simultdnea de dos agentes de iRNA, o en intervalos de tiempo cortos, dirigirse cada uno a uno de los virus objeto de
tratamiento.

Métodos de Tratamiento y Rutas de Administracion

Una composicion que incluye un agente de iRNA de la presente invencién, v.g., un agente de iRNA que esta
direccionado a RSV, puede administrarse a un individuo por una diversidad de rutas. Rutas ilustrativas incluyen
inhalacién, o administracion intravenosa, nasal u oral. El medio preferido de administracion de los agentes de iRNA
de la presente invencién es por administracién directa a los pulmones y al conducto nasal o sistémicamente por
administracion parenteral.

Un agente de iRNA puede estar incorporado en composiciones farmacéuticas adecuadas para administracion. Por
ejemplo, las composiciones pueden incluir uno o mas agentes de iRNA y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Como se utiliza en esta memoria, la expresién "portador farmacéuticamente aceptable" tiene por objeto incluir
cualquiera y la totalidad de disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifungicos, agentes de retardo isotdnicos y de absorcion, y andlogos, compatibles con la administraciéon
farmacéutica. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la
técnica. Excepto en lo que respecta a cualquier medio o agente convencional que sea incompatible con el
compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en las composiciones. Pueden incorporarse también en las
composiciones compuestos activos suplementarios.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon pueden administrarse de diversas maneras dependiendo
de si se desea tratamiento local o sistémico y del area a tratar. La administracion puede ser tépica (con inclusion de
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las vias intranasal o intrapulmonar), oral o parenteral. La administracién parenteral incluye inyeccién por goteo
intravenoso, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular.

En general, la administracion de los agentes de iIRNA de la presente invencién se hace para conseguir la
administracion al individuo en el sitio de infeccion. El medio preferido de conseguir esto es por una administracion
local a los pulmones o al conducto basal, v.g. a los tejidos respiratorios por inhalacion, nebulizacién o administracion
intranasal, o por administracion sistémica, v.g., administracion parenteral.

Las formulaciones para inhalaciéon o administracion parenteral son bien conocidas en la técnica. Dicha formulacion
puede incluir soluciones acuosas estériles que pueden contener también tampones, diluyentes y otros aditivos
adecuados, como por ejemplo PBS o Dextrosa al 5% en agua. Para uso intravenoso, la concentracion total de
solutos deberia controlarse para hacer la preparacion isoténica.

Los compuestos activos descritos en esta memoria se administran preferiblemente al o a los pulmones o al conducto
nasal de un individuo por cualquier medio adecuado. Los compuestos activos pueden administrarse por
administracién de una suspensién en aerosol de particulas respirables constituida por el compuesto activo o los
compuestos activos, que inhala el individuo. EI compuesto activo puede aerosolizarse en una diversidad de formas,
tales como, pero sin caracter limitante, inhaladores de polvo seco, inhaladores de dosis medidas, o suspensiones
liquido/liquido. Las particulas respirables pueden ser liquidas o sodlidas. Las particulas pueden contener
opcionalmente otros ingredientes terapéuticos tales como amilorida, benzamil o fenamil, estando incluido el
compuesto seleccionado en una cantidad eficaz para inhibir la reabsorcion de agua por las secreciones mucosas de
las vias aéreas, como se describe en la Patente U.S. No. 4.501.729.

La composiciéon farmacéutica particulada puede combinarse opcionalmente con un portador a fin de ayudar en la
dispersion o el transporte. Un vehiculo adecuado tal como un azlcar (es decir dextrosa, lactosa, sacarosa,
trehalosa, manitol) puede mezclarse con el compuesto o compuestos activos en cualquier ratio adecuada (v.g., una
ratio 1 a 1 en peso).

Las particulas constituidas por el compuesto activo para la practica de la presente invencion deberian incluir
particulas de tamafio respirable, es decir, particulas de un tamafo suficientemente pequefio para pasar a través de
la boca o nariz y la laringe por inhalacion y a los bronquios y alvéolos de los pulmones. En general, las particulas de
tamafio comprendido entre aproximadamente 1 y 10 micrémetros (de modo mas particular, menos de
aproximadamente 5 micrometros de tamafo) son respirables. Las particulas de tamafio no respirable que estan
incluidas en el aerosol tienden a depositarse en la garganta y ser tragadas, y la cantidad de particulas no respirables
en el aerosol esta preferiblemente minimizada. Para administracién nasal, se prefiere un tamafo de particula dentro
del intervalo de 10-500 micrémetros a fin de asegurar la retencion en la cavidad nasal.

Pueden prepararse composiciones farmacéuticas liquidas de compuesto activo para producir un aerosol por
combinacion del compuesto activo con un vehiculo adecuado tal como agua estéril exenta de pirdgenos. Las
soluciones salinas hipertonicas utilizadas para transportar la presente invencién son preferiblemente soluciones
estériles exentas de pirégenos, que comprenden de 1 a 15 por ciento (en peso) de la sal fisioldgicamente aceptable,
y mas preferiblemente de 3 a 7 por ciento en peso de la sal fisiolégicamente aceptable.

Aerosoles de particulas liquidas que comprenden el compuesto activo pueden producirse por cualquier medio
adecuado, por ejemplo con un nebulizador de chorro impulsado a presién o un nebulizador ultrasénico. Véase, v.g.,
la patente U.S. No. 4.501.729. Los nebulizadores son dispositivos disponibles comercialmente que transforman las
soluciones o suspensiones del ingrediente activo en una nebulizacién de aerosol terapéutico por medio de
aceleracion con un gas comprimido, tipicamente aire u oxigeno, a través de un orificio venturi estrecho o por medio
de agitacion ultrasonica.

Formulaciones adecuadas para uso en nebulizadores estan constituidas por el ingrediente activo en un portador
liquido, comprendiendo el ingrediente activo hasta 40% p/p de la formulacion, pero preferiblemente menos de 20%
p/p. El portador es tipicamente agua (y muy preferiblemente agua estéril exenta de pirbgenos) o una solucion
acuoso-alcohdlica diluida, hecha preferiblemente isoténica, pero puede ser hipertdnica con fluidos corporales por la
adicion de, por ejemplo, cloruro de sodio. Aditivos opcionales incluyen conservantes si la formulacién no se ha hecho
estéril, por ejemplo, hidroxibenzoato de metilo, antioxidantes, agentes saborizantes, aceites volatiles, agentes
tampon y agentes tensioactivos.

Aerosoles de particulas soélidas que comprenden el compuesto activo pueden producirse analogamente con
cualquier generador de aerosoles terapéutico solido particulado. Los generadores de aerosol para administracion de
agentes terapéuticos particulados sélidos a un individuo producen particulas que son respirables y generan un
volumen de aerosol que contiene una dosis medida predeterminada de un agente terapéutico a una tasa adecuada
para administracion a humanos. Un tipo ilustrativo de generador de aerosoles particulados soélidos es un insuflador.
Formulaciones adecuadas para administracion por insuflacién incluyen polvos finamente triturados que pueden
administrarse por medio de un insuflador o absorberse en la cavidad nasal al modo de una aspiracién nasal. En el
insuflador, el polvo (v.g., una dosis medida del mismo eficaz para el transporte de los tratamientos descritos en esta
memoria) esta contenido en capsulas o cartuchos, hechos tipicamente de gelatina o plastico, que o bien se perforan
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0 se abren in situ y el polvo se administra por el aire aspirado a través del dispositivo por inhalaciéon o por medio de
una bomba accionada manualmente. El polvo empleado en el insuflador esta constituido exclusivamente por el
ingrediente activo o por una mezcla de polvo que comprende el ingrediente activo, un diluyente adecuado del polvo,
tal como lactosa, y un agente tensioactivo opcional. El ingrediente activo comprende tipicamente desde 0,1 a 100
p/p de la formulacién.

Un segundo tipo de generador ilustrativo de aerosoles comprende un inhalador de dosis medidas. Los inhaladores
de dosis medidas son dispensadores de aerosol presurizados, que contienen tipicamente una formulaciéon en
suspensién o solucion del ingrediente activo en un propelente licuado. Durante el uso, estos dispositivos descargan
la formulacion a través de una valvula adaptada para administrar un volumen medido, tipicamente de 10 a 200 pl, a
fin de producir una pulverizacién de particulas finas que contiene el ingrediente activo. Propelentes adecuados
incluyen ciertos compuestos de clorofluorocarbonos, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano y mezclas de los mismos. La formulacién puede contener adicionalmente uno o mas co-
disolventes, por ejemplo, etanol, agentes tensioactivos, tales como acido oleico o trioleato de sorbitan, antioxidante y
agentes saborizantes adecuados.

La administracién puede ser proporcionada por el propio individuo o por otra persona, v.g., un cuidador sanitario. Un
cuidador sanitario puede ser cualquier entidad implicada en la atencion sanitaria al humano: por ejemplo, un
hospital, hospicio, consulta de médico, clinica de pacientes ambulatorios; un trabajador de cuidados sanitarios tal
como un doctor, enfermera, u otro especialista; o un céonyuge o guardian, tal como un progenitor. La medicacion
puede proporcionarse en dosis medidas o en un dispensador que administra una dosis medida.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" es la cantidad presente en la composicién que es necesaria para
proporcionar el nivel deseado de farmaco al individuo a tratar a fin de producir la respuesta fisiolégica prevista. En
una realizacion, cantidades terapéuticamente eficaces de dos o mas agentes de iRNA, dirigido cada uno a un virus
respiratorio diferente, v.g., RSV, se administran simultaneamente a un individuo.

La expresion "cantidad fisiolégicamente eficaz" es aquella cantidad administrada a un individuo que proporciona el
efecto paliativo o curativo deseado.

La expresién "portador farmacéuticamente aceptable" significa que el portador puede ser absorbido en los pulmones
sin efectos toxicoldgicos adversos significativos en los mismos.

El término "co-administracién" hace referencia a la administracién a un individuo de dos o mas agentes, y en
particular dos o mas agentes de iRNA. Los agentes pueden estar contenidos en una sola composicion farmacéutica
y administrarse al mismo tiempo, o los agentes pueden estar contenidos en formulaciones farmacéuticas separadas
y administrarse serialmente a un individuo. Con tal que los dos agentes puedan detectarse en el individuo al mismo
tiempo, se dice que los dos agentes son co-administrados.

Los tipos de excipientes farmacéuticos que son utiles como portador incluyen estabilizadores tales como
seroalbumina humana (HSA), agentes de aumento de volumen tales como carbohidratos, aminoacidos y
polipéptidos; agentes de ajuste del pH o tampones; sales tales como cloruro de sodio, y analogos. Estos portadores
pueden encontrarse en forma cristalina o amorfa, o puede tratarse de una mezcla de ambos.

Agentes de aumento de volumen que son particularmente valiosos incluyen carbohidratos, polipéptidos, aminoacidos
o combinaciones compatibles de los mismos. Carbohidratos adecuados incluyen monosacaridos tales como
galactosa, D-manosa, sorbosa, y analogos; disacaridos, tales como lactosa, trehalosa y analogos; ciclodextrinas,
tales como 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina; y polisacéridos, tales como rafinosa, maltodextrinas, dextranos, y
analogos; alditoles, tales como manitol, xilitol, y analogos. Un grupo preferido de carbohidratos incluye lactosa,
trehalosa, rafinosa, maltodextrinas, y manitol. Polipéptidos adecuados incluyen aspartamo. Los aminoacidos
incluyen alanina y glicina, prefiriéndose glicina.

Agentes adecuados de ajuste del pH o tampones incluyen sales organicas preparadas a partir de acidos y bases
organicos, tales como citrato de sodio, ascorbato de sodio, y analogos; se prefiere citrato de sodio.

Dosificaciéon. Un agente de iRNA puede administrarse a una dosis menor que aproximadamente 75 mg por kg de
peso corporal, 0 menor que aproximadamente 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001, 6
0,0005 mg por kg de peso corporal, y menos de 200 nmoles de agente de iRNA (v.g., aproximadamente 4,4 x 1016
copias) por kg de peso corporal, o menos de 1500, 750, 300, 150, 75, 15, 7,5, 1,5, 0,75, 0,15, 0,075, 0,015, 0,0075,
0,0015, 0,00075, 0,00015 nanomoles de agente de iRNA por kg de peso corporal. La dosis unitaria, por ejemplo,
puede administrarse por una dosis inhalada o nebulizacién o por inyeccién. En un ejemplo, se utilizan intervalos de
dosificacion de 0,02-25 mg/kg.

La administracion de un agente de iRNA directamente a los pulmones o al conducto nasal puede realizarse a una
dosis en el orden de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 150 mg/conducto nasal.

La dosificacién puede ser una cantidad eficaz para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno.
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En una realizacion, la dosis unitaria se administra una sola vez al dia. En otro uso, se administra una dosis unitaria
dos veces el primer dia y luego diariamente. Como alternativa, la dosificacion unitaria puede ser menor que una vez
al dia, v.g., menor que cada 2, 4, 8 6 30 dias. En otra realizacién, la dosis unitaria no se administra con cierta
frecuencia (v.g. no con una frecuencia regular). Por ejemplo, la dosis unitaria puede administrarse una sola vez.
Dado que la silenciacién mediada por el agente de iRNA puede persistir durante varios dias después de la
administracion de la composicién del agente de iRNA, en muchos casos, es posible administrar la composicion con
una frecuencia inferior a una vez al dia o, en algunos casos, solamente una sola vez durante todo el régimen
terapéutico.

En una realizacion, se administra a un individuo una dosis inicial, y una o mas dosis de mantenimiento de un agente
de iRNA, v.g., un agente de iRNA bicatenario, o agente siRNA, (v.g., un precursor, v.g. un agente de iRNA mayor
que puede procesarse en un agente siRNA, o un DNA que codifica un agente de iRNA, v.g. un agente de iRNA
bicatenario, o agente siRNA, o precursor del mismo). La o las dosis de mantenimiento son generalmente menores
que la dosis inicial, v.g., la mitad de la dosis inicial. Un régimen de mantenimiento puede incluir el tratamiento del
individuo con una o mas dosis que van desde 0,01 ug a 75 mg/kg de peso corporal por dia, v.g., 70, 60, 50, 40,30,
20, 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001, 6 0,0005 mg por kg de peso corporal por dia. Las dosis de
mantenimiento se administran preferiblemente no mas de una vez cada 5-14 dias. Adicionalmente, el régimen de
tratamiento puede durar un periodo de tiempo que variara dependiendo de la naturaleza de la enfermedad particular,
su gravedad y la condicion global del paciente. En realizaciones preferidas, la dosis puede administrarse no mas de
una vez al dia, v.g. no mas de una vez cada 24, 36, 48 o0 mas horas, v.g. no mas de una vez cada 5 u 8 dias.
Después del tratamiento, el paciente puede monitorizarse respecto a cambios en su estado y respecto al alivio de
los sintomas del estado de enfermedad. La dosificacion del compuesto puede aumentarse en el caso de que el
paciente no responda significativamente a los niveles de dosificacion actuales, o la dosis puede reducirse si se
observa un alivio de los sintomas del estado de enfermedad, si el estado de enfermedad ha desaparecido, o si se
observan efectos secundarios indeseables.

En una realizacioén, la composicién farmacéutica del agente de iRNA incluye una pluralidad de especies de agentes
de iRNA. Las especies de agentes de iRNA pueden tener secuencias que son no solapantes y no adyacentes con
respecto a una secuencia diana existente naturalmente, v.g., una secuencia diana del gen RSV. En otra realizacion,
la pluralidad de especies de agentes de iRNA es especifica para diferentes genes diana existentes naturalmente.
Por ejemplo, un agente de iRNA que esta direccionado al gen de la proteina P de RSV puede estar presente en la
misma composicion farmacéutica que un agente de iRNA que esta direccionado a un gen diferente, por ejemplo el
gen de la proteina N. En otra realizacion, los agentes de iRNA son especificos para virus diferentes, v.g., RSV.

La concentracién de la composicion del agente de iRNA es una cantidad suficiente para ser eficaz en el tratamiento
o la prevencién de un trastorno o para regular una condicion fisioldgica en humanos. La concentracion o cantidad de
agente de iRNA administrada dependera de los parametros determinados para el agente y el método de
administracion, v.g., nasal, bucal o pulmonar. Por ejemplo, las formulaciones nasales tienden a requerir
concentraciones mucho menores de algunos ingredientes a fin de evitar irritacion o ardor en los conductos nasales.
A veces es deseable diluir una formulacién oral hasta 10-100 veces a fin de proporcionar una formulaciéon nasal
adecuada.

Ciertos factores pueden influir en la dosis requerida para tratar eficazmente un individuo, con inclusiéon pero sin
caracter limitante de la gravedad de la enfermedad o trastorno, tratamientos previos, el estado general de salud y/o
la edad del individuo, asi como otras enfermedades presentes. Se apreciara también que la dosis eficaz de un
agente de iRNA tal como un agente siRNA utilizado para tratamiento puede aumentar o disminuir a lo largo del curso
de un tratamiento particular. Pueden producirse cambios en la dosificacidon y hacerse evidentes por los resultados de
ensayos de diagndstico. Por ejemplo, el individuo puede monitorizarse después de la administracion de una
composicién de agente de iRNA. Basandose en la informacion de la monitorizacidon, puede administrarse una
cantidad adicional de la composicion del agente de iRNA.

La invencion se ilustra adicionalmente por los ejemplos que siguen, que no deben interpretase como ulteriormente
limitantes.

EJEMPLOS
Diseiio de siRNAs antivirales contra mRNA de RSV

Se sintetizaron quimicamente siRNA contra mRNA P, N, y L de RSV utilizando procedimientos conocidos. Se
enumeran las secuencias de siRNA y cierta actividad de subtipo cruzado de inhibiciéon asi como valores CI50 (Tabla
1 (a-c)).

Ensayo in vitro e infeccion de virus

Se cultivaron células Vero E6 hasta 80% de confluencia en DMEM que contenia 10% de FBS desactivado por
calentamiento. Para la introduccién de siRNA, se afiadieron 4 pl de Transit-TKO a 50 yl de DMEM exento de suero y
se incubaron a la temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion, se afiadio la concentracion indicada de
siRNA a medio/reactivo TKO respectivamente y se incubaron a la temperatura ambiente durante 10 minutos. Se
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afnadio mixtura de RNA a 200 pyl de DMEM que contenia 10% de FBS y luego a la monocapa de células. Las células
se incubaron a 37°C, 5% de CO durante 6 horas. La mixtura de RNA se retir6 por lavado moderado con 1x de
Soluciones Salinas Balanceadas de Hank (HBSS) y se afiadieron 300 unidades formadoras de calvas (pfu) por
pocillo de RSV/A2 (MOI = 30) a los pocillos y se adsorbieron durante una hora a 37°C, con 5% de CO.. Se separé el
virus y las células se lavaron con 1x HBSS. Las células se cubrieron con 1% de metilcelulosa en DMEM que
contenia 10% de medio FBS, y se incubaron durante 6 dias a 37°C, con 5% de CO,. Las células se sometieron a
inmunotincién respecto a calvas utilizando un anticuerpo monoclonal 131-2A anti-proteina F.

Administracion de siRNA e infeccién de virus in vivo

Se adquirieron de Harman ratones BALB/c hembra de 4 semanas exentos de patdgenos. Los ratones se
mantuvieron bajo anestesia durante la infeccidon e instilacién intranasal (i.n.). Los ratones se inmunizaron por
instilacion intranasal con la cantidad indicada de siRNA, sin complejar, o complejado con 5 pl de TKO Transit. Se
administraron 150 ug de Synagis (clon del anticuerpo monoclonal 143-6C, anti-proteina F de RSV) y control Isotipo
de Raton (IgG1) por via intraperitoneal (i.p.) 4 horas antes del enfrentamiento a RSV (10° PFU de RSV/A2). Se
utilizaron 10 ratones por grupo. Se monitorizaron los pesos de los animales los dias 0, 2, 4 y 6 después de la
infeccion. Se extirparon los pulmones el dia 6 después de la infeccion y se ensayaron respecto a RSV por ensayo de
inmunotincion de calvas.

Ensayo de Inmunotincién de Calvas

Se cultivaron placas de 24 pocillos de células Vero E6 hasta 90% de confluencia en DMEM que contenia 10% de
FBS desactivado por calentamiento. Se homogeneizaron los pulmones de los ratones con un homogeneizador
manual en 1 ml de PBS de Dulbecco estéril (D-PBS) y se diluyeron 10 veces en DMEM exento de suero. Las
diluciones de lisado de pulmén que contenian virus se extendieron en placas de 24 pocillos por triplicado y se
adsorbieron durante una hora a 37°C, con 5% de CO.. Los pocillos se cubrieron con 1% de metilcelulosa en DMEM
que contenia 10% de FBS. A continuacion, se incubaron las placas durante 6 dias a 37°C, con 5% de CO,. Después
de 6 dias, se retird el medio suprayacente y las células se fijaron en acetona:metanol (60:40) durante 15 minutos. Se
bloquearon las células con 5% de leche en polvo/PBS durante una hora a 37°C. Se anadi6é una diluciéon 1:500 de
anticuerpo anti-proteina F de RSV (131-2A) a los pocillos y se incubaron durante 2 horas a 37°C. Las células se
lavaron dos veces en PBS/0,5% Tween 20. Se anadié una dilucién 1:500 de IgG-fosfatasa alcalina anti-raton de
cabra a los pocillos y se incubaron durante una hora a 37°C. Las células se lavaron dos veces en PBS/5% Tween
20. La reaccion se desarroll6 utilizando el kit Il de sustrato de Fosfatasa Alcalina de Vector (Vector Black), y se
sometid a contratincion con hematoxilina. Se visualizaron las calvas y se contaron utilizando un Microscopio
Olympus Invertido.

Ensayo de tratamiento

Se enfrentaron los ratones a RSV (10° PFU de RSV/A2) por instilacion intranasal el dia 0 y se trataron con 50 pg del
siRNA indicado, administrado por instilacion intranasal, en los momentos indicados (dias 1-4 después del
enfrentamiento al virus). Se utilizaron 3-5 ratones por grupo y se midieron los titulos virales de los lisados
pulmonares el dia 5 después del enfrentamiento al virus, como se ha descrito previamente.

Inhibicion in vitro de RSV utilizando agentes de iRNA

Se testaron los agentes de iRNA estipulados en la Tabla 1 (a-c) respecto a actividad anti-RSV en un ensayo de
formacion de calvas como se ha descrito arriba (Figura 1). Cada columna (barra) representa un agente de iRNA
estipulado en la Tabla 1 (a-c), v.g. la columna 1 es el primer agente en la Tabla 1 a, la segunda columna es el
segundo agente, y asi sucesivamente. Los agentes de iRNA activos se identificaron por el % de virus remanente. Se
utilizaron varios agentes que exhibian una inhibicion tan alta como 90%. Los resultados se resumen en la Tabla 1 (a-
c).

Se determind la inhibicién in vitro de RSV de respuesta a la dosis utilizando agentes de iRNA. Ejemplos de agentes
activos de la Tabla 1 se testaron respecto actividad anti-RSV en un ensayo de formacién de calvas como se
describe arriba a cuatro concentraciones. Se encontré una respuesta dependiente de la dosis con los agentes iRNA
activo testado (Figura 2) y se resume en la Tabla 1 (a-c).

La inhibicidn in vitro del subtipo RSV B utilizando agentes de iRNA se testé como se ha descrito arriba. Los agentes
de iRNA estipulados en la Figura 2 se testaron en cuanto a actividad anti-RSV contra el subtipo B (Figura 3). El
subtipo B de RSV era inhibido por los agentes de iRNA testados en grados variables y esto se resume en la Tabla 1
(a-c).

Inhibicion in vivo de RSV utilizando agentes de iRNA

La inhibicién in vivo de RSV utilizando AL-1729 y AL-1730 se testé como se ha descrito arriba. Los agentes que se
describen en la Figura 4 se testaron respecto a actividad anti-RSV en un modelo de ratén. Los agentes de iRNA
eran eficaces para reducir los titulos virales in vivo y mas eficaces que un anticuerpo de control (Mab 143-6¢, un Ab
de IgG1 de ratdn que esta aprobado para tratamiento del RSV).
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Se testo AL1730 respecto a actividad dependiente de la dosis utilizando los métodos estipulados arriba. El agente
exhibia una respuesta dependiente de la dosis (Figura 5).

Se testaron agentes de iRNA que exhibian actividad in vitro respecto a actividad anti-RSV in vivo como se ha
resefiado anteriormente. Varios agentes exhibian una reduccion en los titulos virales de > 4 logs cuando se
administraron profilacticamente (Figura 6).

Se testaron agentes de iRNA que exhibian actividad in vitro y/o in vivo respecto a actividad anti-RSV in vivo de
acuerdo como en el protocolo de tratamiento resefiado anteriormente. Varios agentes exhibian una reduccion en los
titulos virales de 2-3 logs (Figura 7) cuando se administraron 1-2 dias después de la infeccion viral.

Analisis de la secuencia de los aislados en la secuencia diana

Método:

Crecimiento de los aislados y aislamiento de RNA: Se obtuvieron de Larry Anderson aislados clinicos de pacientes
infectados con RSV en el CDC de Atlanta, Georgia (4 cepas) y John DeVincenzo (Universidad de Tenn., Memphis,
15 cepas). Cuando se cultivaron éstos en HEp-2, células epiteliales humanas (ATCC, Cat #CCL-23), se observé que
los cuatro aislados de Georgia crecian mas lentamente que las 15 cepas de Tennessee; por tanto, éstas se
procesaron y analizaron por separado. El procedimiento se describe brevemente como sigue:

Células Vero EG6 epiteliales de rifion de mono (ATCC, Cat #CRL-1586), se dejaron crecer hasta 95% de confluencia
y se infectaron con una dilucion 1/10 de aislados primarios. El virus se absorbié durante una hora a 37°C, después
de lo cual se complementaron las células con D-MEM y se incubaron a 37°C. Sobre una base diaria, se
monitorizaron las células respecto a efecto citopatico (CPE) por microscopia 6ptica. A 90% de CPE, se recogieron
las células por raspado y se redujeron a un sedimento por centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos. Se
realizaron preparaciones de RNA por procedimientos estandar de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Amplificacion del gen N de RSV: Se recogieron RNAs virales después de la infeccion y se utilizaron como
moldes en reacciones PCR, utilizando iniciadores que se hibridan aguas arriba y aguas abajo del sitio diana ALDP-
2017 para amplificar un fragmento de ~ 450 pb. EI RNA total se desnaturalizé a 65°C durante 5 minutos en
presencia de los iniciadores directo e inverso del gen N de RSV, se guardaron en hielo, y se sometieron después a
transcripcion inversa con Superscript Il (Invitrogen) durante 60 minutos a 55°C y durante 15 minutos a 70°C. Los
productos PCR se analizaron por electroforesis en gel sobre un gel de agarosa al 1% y se purificaron por protocolos
estandar.

Resultados: El andlisis de la secuencia de los 15 primeros aislados confirmé que el sitio diana para ALDP-
2017 se conservaba completamente en todas las cepas. Y lo que es mas importante, esta conservacion se mantenia
en las diversas poblaciones, que incluian aislados de ambos subtipos A y B de RSV. Es interesante que, cuando se
analizaron los 4 aislados que crecian mas lentamente, se observé que uno de los 4 (LAP6824) tenia una mutacion
de una sola base en el sitio de reconocimiento de ALDP-2017. Esta mutacion cambiaba la secuencia codificante en
la posicion 13 del gen N de RSV en este aislado de A a G.

Conclusiones

De 19 aislados de pacientes, se ha determinado la secuencia del gen N de RSV en el sitio diana para ALDP-2017.
En 18 de los 19 casos (95%), el elemento de reconocimiento para ALDP-2017 se conserva en un 100%. En uno de
los aislados, existe una alteracién de una sola base que cambia el nucleétido en la posiciéon 13 de A a G dentro del
gen N de RSV. Esta alteracién crea un bamboleo simple G:U entre la cadena antisentido de ALDP-2017 vy la
secuencia diana. Basandose en la comprensién del potencial de hibridacion de dicho bamboleo G:U, se predice que
ALDP-2017 sera eficaz en la silenciacion del gen N de RSV en este aislado.

Datos de silenciacion en aislados

Métodos

Se cultivaron células Vero E6 hasta 80% de confluencia en DMEM que contenia 10% de FBS desactivado por
calentamiento. Para la introduccion de siRNA, se afiadieron 4 ul de Transit-TKO a 50 yl de DMEM exento de suero y
se incubaron a la temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion, se afiadio la concentracion indicada de
siRNA a medio/reactivo TKO respectivamente y se incubé a la temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afiadio
mixtura de RNA a 200 pl de DMEM que contenia 10% de FBS y luego a la monocapa de células. Las células se
incubaron a 37°C, 5% de CO, durante 6 horas. La mixtura de RNA se separd por lavado moderado con 1x
Soluciones Salinas Balanceadas de Hank (HBSS), se afiadieron a los pocillos 300 unidades formadoras de calvas
(pfu) por pocillo de RSV/A2 (MOI = 30) y se absorbieron durante una hora a 37°C, 5% CO.. Se elimind el virus y las
células se lavaron con 1x HBSS. Las células se cubrieron con 1% de metilcelulosa en DMEM que contenia 10% de
medio FBS, y se incubaron durante 6 dias a 37°C, 5% CO,. Las células se sometieron a inmunotincion respecto a
calvas utilizando el anticuerpo monoclonal 131-2A anti-proteina F.
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Resultados: Se observo silenciacion para todos los aislados (Tabla 2)

Nombre 2017 2153
del % calvas % calvas
aislado remanentes remanentes
RSV/A2 4,49 80,34
RSV/96 5,36 87,50
RSV/87 10,20 79,59
RSV/110 541 81,08
RSV/37 4,80 89,60
RSV/67 2,22 91,67
RSV/121 6,25 82,50
RSV/31 4,03 96,77
RSV/38 2,00 92,67
RSV/98 5,13 91,03
RSV/124 3,74 90,37
RSV/95 7,32 64,02
RSV/32 5,45 92,73
RSV/91 8,42 95,79
RSV/110 12,07 94,83
RSV/54 1,90 89,87
RSV/53 7,41 94,07
RSV/33 7,69 95,19
Tabla 2

Conclusion: Todos los aislados clinicos testados eran inhibidos especificamente por siRNA 2017 en una
proporcion mayor que 85%. Ningun aislado era inhibido significativamente por el control siRNA 2153 apareado
erroneamente.

Silenciacion en el ensayo basado en plasmido

Métodos

Se siembra una placa de 24 pocillos con células HeLa S6 y se deja crecer hasta 80% de confluencia. Para cada
pocillo, se mezcla 1 ug de plasmido N-V5 de RSV con siRNA (a la concentracion indicada), en 50 yl de OPTIMEM y
se afiade a una mixtura Lipofectamina 2000 (Invitrogen)-Optimem preparada de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, y se deja reposar durante 20 minutos a la temperatura ambiente para formar un complejo. Se afade el
complejo a las células y se incuba a 37°C durante una noche. Se retira el medio, se lavan las células con PBS y se
lisan con 50 pl de tampon de lisis (tampdn RIPA (Tris-HCI 50 mM de pH 8,0, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 0,5%
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desoxicolato de sodio, 1% NP-40, 0,05% SDS) durante 1-2 min. La inhibicién se cuantifica por medida del nivel de
proteina de RSV en los lisados celulares, detectado por transferencia Western con un anticuerpo antiV5.

Resultados: Se demostré que la expresion transitoria de plasmido era un ensayo eficaz para los agentes
RNAI (Tabla 3).

Proteina % Actividad %
1 ALDP2017 10nM 0 100
2 1 nM 0 100
3 100pM 0 100
4 10pM 11,78 88,22
5 1pM 70,63 29,37
6 100fM 72,7 27,3
7 Control PBS 100 0
8 2153 10nM 94,54 4,5

Tabla 3
Conclusiones

siRNA 2017 inhibe especificamente y de manera dependiente de la dosis la produccion de proteina N de RSV
cuando se cotransfecta transitoriamente con un plasmido que expresa el gen N de RSV. La inhibicion no se observa
con el siRNA 2153 de control apareado errbneamente.

Silenciacién de RSV por administracion de siRNA en aerosol

Método

Se administra una soluciéon de 2 mg/ml de ALDP-1729 o ALDP-1730 por nebulizacion utilizando un dispositivo
aerosol durante un total de 60 segundos. Se prepar6 el virus a partir de pulmén como se ha descrito arriba y se
midi6é por ELISA en lugar de un ensayo de calvas. El método ELISA mide la concentracién de la proteina N de RSV
en las células infectadas con virus obtenido de lisados de pulmén de raton.

ELISA

Se diluye el lisado de pulmdn 1:1 con tampoén carbonato-bicarbonato (NaHCO3, pH 9,6) hasta una concentracion de
trabajo de 6-10 ug/100 u, se afiade a cada pocillo de test y se incuba a 37°C durante una hora o durante una noche
a 4°C. Los pocillos lavados 3 veces con PBS/0,5% Tween 20 se bloquean luego con 5% de leche en polvo/PBS
durante una hora a 37°C o durante una noche a 4°C. El anticuerpo primario (control positivo de proteina F = clon
131-2A; control positivo de proteina G = 130-2G; control negativo = IgG1 normal (BD Pharmingen, Cat. #553454,
sueros de test, o sobrenadante de hibridoma) se afiade a los pocillos a 1:1000 y se incuba a 37°C durante una hora
o durante una noche a 4°C. Los pocillos se lavan 3 veces con PBS/0,5% Tween 20. Se afade el anticuerpo
secundario (IgG anti-ratén de cabra (H+L), molécula entera-conjugado con fosfatasa alcalina) diluido 1:1000 a los
pocillos (100 ul/pocillo) y se incuba a 37°C durante una hora o durante una noche a 4°C. Se lava 3 veces con
PBS/0,5% de Tween 20 y se afiade luego el sustrato Npp (Sigmafast) Sigma Aldrich N2770 de acuerdo con las
instrucciones de los fabricantes. Se afiaden 200 pl de sustrato/pocillo y se incuba durante 10-15. Se mide la
absorbancia a una densidad éptica de 405/495.
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Conclusion

El administracion de siRNA especifico de RSV reduce los niveles de la proteina N de RSV en los pulmones de raton
en comparacion con el siRNA de control apareado erroneamente (Figura 8 a-b).

Inhibicién in vivo el dia 3-Profilaxis

Método

Se testd la profilaxis in vivo utilizando el método in vivo arriba descrito, excepto que el siRNA se administré en
momentos diferentes antes de la infeccion con RSV desde 3 dias antes a 4 horas antes.

Resultados

El siRNA administrado intranasalmente hasta 3 dias antes del enfrentamiento al virus exhibe silenciacion
significativa in vivo (Figura 9).
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Las descripciones son adicionalmente los puntos siguientes:

1.

10.

Un método de reduccion de los niveles de una proteina viral, mRNA viral o titulo de virus en una célula en un
individuo que comprende el paso de administrar un agente de iRNA a dicho individuo, en el cual el agente de
iRNA comprende una cadena sentido que tiene al menos 15 nucleétidos contiguos 0 mas complementarios al
gen de un primer virus respiratorio de mamifero y una cadena antisentido que tiene al menos 15 nucleétidos
contiguos o mas complementarios a dicha cadena sentido, en el cual dicho gen se selecciona del grupo
constituido por el gen P, N, o L de RSV.

El método del punto 1 en el cual dicho agente comprende 15 nucleétidos o mas seleccionados de uno de los
agentes de la Tabla 1 (a-c).

El método del punto 1, en el cual el agente iRNA citado se administra por via intranasal a un individuo.

El método del punto 1, en el cual el agente iRNA citado se administra por inhalacién o nebulizacion a un
individuo.

El método del punto 1, en el cual el agente iRNA citado reduce el titulo de virus en dicho individuo.

El método del punto 1 que comprende adicionalmente co-administrar un segundo agente de iRNA a dicho
individuo, en el cual dicho segundo agente de iRNA comprende una cadena sentido que tiene al menos 15
nucleotidos contiguos o0 mas complementarios a un segundo gen de dicho virus respiratorio y una cadena
antisentido que tiene al menos 15 nucledtidos contiguos 0 mas complementarios a dicha cadena sentido.

El método del punto 6 en el cual dicho agente comprende 15 nucleétidos o mas seleccionados de uno de los
agentes de la Tabla 1 (a-c).

El método del punto 6, en el cual se ha diagnosticado que el individuo sufre una infeccion viral con dicho
primer y dicho segundo virus respiratorio de mamifero.

Un método de reduccién de los niveles de una proteina viral de un primer y un segundo gen de un virus
respiratorio en una célula en un individuo, que comprende el paso de co-administrar un primer y un segundo
agente de iRNA a dicho individuo, en el cual dicho primer agente de iRNA comprende una cadena sentido
que tiene al menos 15 nucledtidos contiguos 0 mas complementarios a un primer gen de un virus respiratorio
de mamifero y una cadena antisentido que tiene al menos 15 nucleétidos contiguos 0 mas complementarios
a dicha cadena sentido, y dicho segundo agente de iRNA comprende una cadena sentido que tiene al menos
15 nucledtidos contiguos 0 mas complementarios a un segundo gen de dicho virus respiratorio de mamifero y
una cadena antisentido que tiene al menos 15 nucleétidos contiguos o0 mas complementarios a dicha cadena
sentido.

El método del punto 9 en el cual dicho agente comprende 15 nucleétidos o mas seleccionados de uno de

los agentes de la Tabla 1 (a-c).
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Secuencia Artificial

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

sintético

<400> 49 :

gaugaacaaa guggauuaut t 21

<210> 50
<211> 21
<212> DNA

<213 gecuencia Artificial
<220
<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220
<223 Dpescripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 50 .
auaauccacyu uuguucauct t 21

<210> 51
<211> 21
<212> DNA
<213

<220

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223

Secuencia Artificial

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 51
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uaavaucucu caaagggaat t 21

<210>
<211>
<212>
<213:

<220
<223:

<220
<223

<400>

52
21
DNA

Secuencia Atrtificial
Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético

Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético

52

uucccuuuga gagauvauuat t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

53
21

‘DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
33

auaucucuca aagggaaaut t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

54
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido
<intéticn

54

auuucccuuu gagagauaut t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<220>
<223>

<400>

55
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

sintético

55
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uaucucucaa agggaaauut t 21

<210> 56
<211> 21
<212> DNA

<213> Ssecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 56
aauuucccuu ugagagauat t 21

<210> 57

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<22 3> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<22 3> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 57
caugcucaag cagauuauut t 21

<210> 58

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 58
aauvaaucugc uugagcaugt t 21

<210> 59
<211> 2?1
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

sintético

<400> 59
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ugcucaagca gauuauuugt t 21

<210> 60
<211> 21
<212> DNA

<213 gecuencia Artificial
<220z
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<2233 Descripcién de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 60
caaauaaucu gcuugagcat t 21

<210> 61
<211> 21
<212 NNA

<213: Secuencia Artificial
<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<223: Descripcion de la Secuencia Avrtificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 61
uagcauuaaa uagccuuaat t 21

<210> 62
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial
<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonuclectido
sintético
<400> 62
uuaaggcuau uuaaugcuat t 21

<210> 63
<211> 21
<212> DNA

<213 gecyencia Artificial

<220:

<223: Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 63
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agcauuaaau agccuuaaat t

<210> 64
<211> 21
<212> DNA

<213 Secuencia Artificial

<220

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 64

uuuaaggcua uuuaaugcut t

<210> 65
«211= 21
<212> DNA

<213 secuencia Artificial

<220

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético

<400> 65

gcauuaaaua gccuuaaaut t

<210> 66
<211> 21
<212> DNA
<213

<22(

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<22C

<223

Secuencia Artificial

Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético

<400> 66

auuuaaggcu auuuaaugct t

<210> 67
<211> 21

<212> nNA
<213> Secuencia Artificial

<220>

'<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

:%%g: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético

<400> 67
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cauuaaauag ccuuaaauut t 21

<210> 68
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

sintético

<400> 68
aauuuaaggc uauuuaaugt t 21

<210> 69
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220>
<223> pegeripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 69
Uauuvaugcag uuuaauvauut t 21

<210> 70

<211> 21

<212> DNA =
<213> Secuencia Artificial

<220>
<22 3> Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Avrtificial: Oligonucleotido
sintético
<400> 70
aauauuaaac ugcauaauat t o 21

<210> 71
<211 21
<212> DNA

<213> secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<2205

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 71
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uuaugcaguu uaauauuuat t 21

<210> 72
<211= 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial

<2205

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
cintéticn

<400> 72
uaaauvauuaa acugcauaat t 21

<210> 73
<211>= 21
<212> DNA

<2133 gecyencia Atificial

<220z

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<2202

<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

Qintéticrn
<400> 73
aaaagugcac aacauuauat t 21

<210> 74
<211> 21
<212> DNA

<213: Secuencia Artificial
<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 74
uauaauguug ugcacuuuut t 21

<210> 75
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

:5%?: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220> . . . . »
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

sintético
<400= 75
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aaagugcaca acauuvauact t

<210> 76
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

z%%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético
220>
:zz 3» Descripcion de la Secuencia Avrtificial: Oligonucleotido
sintético
<400> 76
guauaauguu gugcacuuut T

<210> 77
«211> 21
<212> NDNA

<2135 Secuencia Artificial

<220

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220:

<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 77
auauagaacc uacauaucct t

" <210> 78
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial

<220:

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 78
ggauauguag guucuavaut t

<210> 79
<211> 21
<212> DNA

<213 gecyencia Artificial

<220

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético

<400> 79
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uauagaaccu acavauccut t 21

<210> BO

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

220> Secuencia Artificial

<223>
Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
<220> sintético
<223>
Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
400> cintéticrn
< ow
aggauaugua gguucuauat t 21

<210> 81

<211> 21

<212> DNA

<213> artrifirial <Senuenrca
Secuencia Artificial

<220>

<223> o R . i
Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

220>

<223>
Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

sintético

<400> oL
uaagaguugu uuaugaaagt t 21

<210> 82
<211> 21
<212> DNA

(213> A mdnm Ed mn mTl Cmemi s
Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético
<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

cintdtirn
<400> 82
cuuucauaaa caacucuuat t 21

<210> 83
<211> 21
<212> DNA

<213> . gecyencia Artificial
<220>
<223> | Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
- sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400=> 83
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acagucagua guagaccaut t

<210> B84
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220> o . . . ]

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> B4

auggucuacu acugacugut t

<210> 85
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<2202
<223> Descripcidn de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido

sintético

<2202

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 85

cagucaguag uagaccaugt t

<210> 86
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<22 3> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleotido
sintético

<220>

<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido
sintético

<400> 86

cauggucuac uacugacugt t

<210> 87
<211> 21
<212> nna

<213: Secuencia Artificial

:%%g Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220:

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 87
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agucaguagu agaccaugut t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

88
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
88

acauggucua cuacugacut t 21

<210
<211>
<212>
<213>

220>
<223>

<220>
<223>

<400>

89
21
DNA

Secuencia Atrtificial
Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

89

gucaguagua gaccaugugt t 21

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

90

21

DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
90

cacauggucu acuacugact t 21

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

91
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

sintético

91
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ucaguaguag accaugugat t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>
ucacal

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400

caugu_S'"

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>
gaugc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400> !

92

21

DNA |

artificial Sequence

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético 21

93

21

DNA

Artificial Sequence

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
qin!é:ticq 7 21

94
21
DNA
Artificial sequence

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético 21

95

21

DNA

Artificial Sequence

ISecuencia Artificial

1

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
Isintético

|

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
'sintético
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augugaauuc ccugcaucat t 21

<210> 96
<211> 21
<212> DNA

<213>  gecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 96
ugaugcaggg aauucacaut t 21

<210> 97
<211> 21
<212> DNA

<2135 gecuencia Artificial
<220
<2233 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<2233 Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 97
ugugaauucc cugcaucaat t 21

<210> 98
<211> 21
<212> DNA
<213:

<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético
<220:
<223:

Secuencia Artificial

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido

sintético

<400> 98

uugaugcagg gaauucacat t 21

<210> 99
<211> 21
<212> DNA

<213: Secuencia Artificial

<220:

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220:

<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 99
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gugaauuccc ugcaucaaut t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

100
21
DNA
Artificial Seguence

Secuencia Atrtificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

sintético

e R

auugaugcag ggaauucact t _ 21

<210=>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400

101

21

DNA

Artificial Seauence
Secuencia Atrtificial

:Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

:Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
1ul

aauucccugc aucaauacct t 21

<210>
<211>
<212>
<213->

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

102
21
DNA

PRSI L L

Secuencia Atrtificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético
102

gguauugaug cagggaauut t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

103
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético

103
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gcaucaauac cagcuuauat t 21

<210> 104
<211> 21
<212> DNA

<213> gsecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 104
uvauaagcugg uauugaugct t 21

<210> 105
<211> 21
«212> DNA

<213> gsecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 105
caucaauacc agcuuauagr t 21

<210> 106

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<22 3> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 106

cuauaagcug guauugaugt t 21

<210= 107
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

:%%g; Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<40 107
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auaccagcuu auvagaacaat t 21

<210> 108
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 108
uuguucuaua agcugguaut t 21

<210> 109
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 109
uaccagcuua uagaacaact t 21

<210> 110

<211> 21

<212> DNA B
<213> Secuencia Artificial

<220>
<22 3> Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 110 .
guuguucuau aagcugguat t 21

<210> 111
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Dpescripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400=> 111
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accagcuuau agaacaacat t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

112
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

112

uguuguucua uaagcuggut t 21

<210
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

113
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
113

ccagcuuaua gaacaacaat t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

114
21
DNA

Secuencia Atrtificial
Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético

Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
cintéticn

114

Uuguuguucu auaagcuggt t ' 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

115
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
cintéticn

115
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<210> 116
<211> 21
<212> DNA

<213: Secuencia Artificial
<220:
<223: Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 116
uUuuguuguucC uauaagcugt t 21

<210> 117
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 117
auagaacaac aaauuaucat t 21

<210> 118

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcidn de la Secuencia Avrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 118
ugauvaauuug uuguucuaut t 21

<210> 119
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 119
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uauuaacaga aaaguauggt t 21

<210> 120
<211> 21
<212> DNA

<2133 secuencia Artificial
<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 120
Ccauvacuuuu cuguuaauat t 21

<210> 121
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial
<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleotido
sintético
<220:
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 121
ugagauacau uugaugaaat t 21

<210> 122
<211> 21
<212> DNA

<213: secuencia Artificial
<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleotido
sintético
<220
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 122
uuucaucaaa uguaucucat t 21

<210> 123

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido

sintético

<400> 123
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gagauvacauu ugaugaaact t 21

<210> 124
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcidn de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 124
guuucaucaa auguaucuct t 21

<210> 125
<211> 21
212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<2233 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220>

'<223> Dpescripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 125
gauacauuug augaaaccut t 21

<210> 126
«211> 21
<212> DNA

<2135 Secuencia Artificial
<220
«223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220:
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
cintéticrn
<400> 126
agguuucauc aaauguauct t 21

<210> 127
<211> 21
<212> NNa
<213> Secuencia Artificial

ig%gi Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 127

60



ES 2385811 T3

auacauvuuga ugaaaccuct T 21

<210> 128
<211> 21
<Z212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220> L L . .
<22 3> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 128
gagguuucau caaauguaut t 21

<210> 129

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<2 23> Descripciéon de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
" sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido

sintético
<400> 129
uacauuugau gaaaccucct t 21

<210> 130
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220> o . . . )
<2 23> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 130
ggagguuuca ucaaauguat t 21

<210> 131
<211> 21
<212> DNA

<213> secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 131
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aagugauaca aaaacagcat t 21

<210> 132
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Avrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 132
ugcuguuuuu guaucacuut t 21

<210> 133
<211> 21
<212> DNA

<2133 gecuencia Artificial
<220
<223> Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 133 '
agugauacaa aaacagcaut t 21

<210> 134
<211> 21
<212> DNA

<2133 gecuencia Artificial
<220
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleotido
sintético
<220:
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 134
augcuguuuu uguaucacut t 21

<210> 135
<211> 21
<212= DNA
<213: Secuencia Artificial

<220

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220:

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 135
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ugauacaaaa acagcavaut t€ 21

<210> 136
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223> Descripcidn de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 136
auaugcuguu uuuguaucat t 21

<210> 137
<211> 21
<212> DNA

<213 gecuencia Artificial
<220
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 137
uuuaaguacu aauuuagcut t 21

<210> 138
<211> 21
<212> DNa

<213: Secuencia Artificial
<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223: Descripcién de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 138
dgcuaaauua guacuuaaat t 21

<210> 139
<211> 21
<212> DNA

<213: Secuencia Artificial

<220:

«<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleotido
sintético

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 139
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uuaaguacua auuuagcugt t 21

<210> 140
<211= 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial
<220
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220
<223: Descripcidn de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 140
cagcuaaauu aguacuuaat t 21

<210> 141
<211> 21
<212> DNA

<213 gecuencia Artificial
<220
<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 141
uaaguacuaa uuuagcuggt t 21

<210> 142
<211> 21
<212> DNA

<213 secuencia Artificial

<220

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 142
ccagcuaaau uaguacuuat t 21

<210> 143
<211> 21
<212> DNA

<213 Secuencia Atrtificial

<220

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 143
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aaguacuaau uuagcuggat t 21

<210> 144
<211> 21
<212> NNa

<213> Secuencia Artificial
<220> o o . o
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripciéon de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 144
uccagcuaaa uuaguacuut t 21

<210> 145
<211> 21

<212> DNA
<213>

<2202
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 145
aguacuaauu uagcuggact t 21

Secuencia Atrtificial

<210> 146
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial
<2205
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 146
guccagcuaa auuaguacut t 21

<210> 147
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<2 23> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético

<220>
<2 23> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido

sintético
<400> 147
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guacuaauuu agcuggacat t 21

<210> 148
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial
<220
<2233 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220
<2233 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 148
uguccagcua aauuaguact t 21

<210> 149
<211> 21
<212> DNA

<2133 gecyencia Artificial
<220z
<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
_ sintético
<220
<223 Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 149
acuaauuuag cuggacauut t 21

<210> 150
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220:
<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético
<220
<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 150
dauguccagc uaaauuagut t 21

<210> 151
<211> 21
<212> DNA

<2133 gecuencia Artificial

<2205
<2233 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético

<2203

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 151
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aauuuagcug gacauuggat t 21

<210> 152
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 152
uccaaugucc agcuaaauut t 21

<210> 153
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 153
auuuagcugg acauuggaut t 21

<210> 154
<21l> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220>
<223> Dpescripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 154
auccaauguc cagcuaaaut t 21

<210> 155
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

:g gg: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 155
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uuagcuggac auuggauuct t 21

<210> 156

<211> 21

<212> DNA B
<213> Secuencia Artificial

<220>
<22 3> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleotido
sintético
<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 156
gaauccaaug uccagcuaat t 21

<210> 157
o <211> 21
<212> DNA

<213 gecyencia Artificial

<220

<223 Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
cintéticn

<400> 157 .
uuuugaaaaa gauuggggat t 21

<210> 158
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<2203
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<2203
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 158
uccccaaucu uuuucaaaat t 21

<210> 159

<211> 21

<212> DNA ]
<213> Secuencia Artificial

<220

<22 3>Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledétido
sintético

<220>

<223>Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 159
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uuugaaaaag auuggggagt t

<210> 160
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220> o _ _ _ _

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 160

cuccccaauc uuuuucaaat t

<210> 161
<211> 21
<212> DNA

<2133 gecuencia Artificial

<220:

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
cintéticn

<400> 161
ugaaaaagau uggggagagt t

<210> 162
<211> 21
<212> DNA

<213 gecuencia Artificial

<220

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 162

cucuccccaa ucuuuduucat t

<210> 163
<211> 21
<212> DNA

<213 secuencia Artificial

<220

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 163
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gaaaaagauu ggggagaggt t 21

<210> 164
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<2205
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 164
cfucucceca aucuuuuuct t 1

<210> 165
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 165 .
vaugaacacu ucagaucuut t 21

<210> 166
<211> 21
«212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<2205

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

cintaticrn

<400> 166
aagaucugaa guguucauat t 21

<210> 167
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<2205

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<2205

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 167
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augaacacuu cagaucuuct t 21

<210> 168
<211> 21
<212> DNA

<213> secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 168
gaagaucuga aguguucaut t 21

<210> 169
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
Qintatirn

<400> 169
ugcccuuggg uuguuaacat t 21

<210> 170
<211= 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<22 3> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<22 3> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 170
uguuaacaac ccaagggcat t 21

<210= 171
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Atrtificial

<2205

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 171
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gcccuugggu uguuaacaut t 21

<210> 172
<211> 21
<212> DNA
<213

<220
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido

sintético

Secuencia Artificial

<220:

<223: pescripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 172
duguuaacaa cccaagggct t 21

<210> 173
<211> 21
<212> DNA

<213: Secuencia Artificial
<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 173
uauagcauuc auaggugaat t 21

<210> 174
<211> 21
<212> DNA

<213 Secuencia Atrtificial
<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 174
uucaccuaug aaugcuauat t _ 21

<210> 175
<211> 21
<212> DNA

<213: gecyencia Artificial

<220:
<223: Descripcidn de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético

<220:

<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 175
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avagcauuca uaggugaagt t 21

<210> 176
<211> 21
<212> DNA

<213> gecyencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 176
cuucaccuau gaaugcuaut t 21

<210> 177
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<22 3> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400= 177
uagcauucau aggugaaggt t 21

<210> 178
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 178
ccuucaccua ugaaugcuat t 21

<210> 179
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 179
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auucauaggu gaaggagcat t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

180
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
180

ugcuccuuca ccuaugaaut t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

181
21
DNA )

Secuencia Atrtificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido
sintético
181

dugcaaugau cauaguuuat t 21

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

182
21
NNA

Secuencia Atrtificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido
sintético
182

uaaacuauga ucauugcaat t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

183
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

sintético

183

74



ES 2385811 T3

ugcaaugauc auvaguuuact €

<210> 184
<211> 21
<212> DNA

<213> secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 184

guaaacuaug aucauugcat t

<210> 185
<211> 21

<212> PNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledétido
sintético

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 185

gcaaugauca uaguuuacct t

<210> 186
<211> 21

<212> DNA
<213>

<220
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Secuencia Atrtificial

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido
<intéaticn

<400> 186
gguaaacuau gaucauugct t

<210> 187
<211> 21
<212> DNA

<213: Secuencia Artificial

<220:

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220:

<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

sintético

<400> 187
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caaugaucau aguuuaccut t 21

<210> 188
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial

<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
cintétirn
<400> 188
agguaaacua ugaucauugt t 21

<210> 189
<211 21
<212> DNA _
<213:

<22(:
<223

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220
<223

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido

<intéticn

<400> 189
aaugaucaua guuuaccuat t 21

<210> 190
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial

<220

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido

sintético

<400> 190
uagguaaacu augaucauut t 21

<210> 191
<211> 21
<212> DNA

<213 Secuencia Atrtificial

:%%g Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223! Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 191
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augaucauag uuuaccuaut t 21

<210> 192
<211> 21
<212> DNA

<213> gecyencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
cintéticn

<400> 192
auagguaaac uaugaucaut t 21

<210> 193
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido

sintético

<400> 193

gaucauaguu uaccuauugt t 21

<210> 194
<211> 21
<212> DNA

<213' secuencia Artificial

<220

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
<intéaticn

<400> 194
Caauagguaa acuaugauct t 21

<210> 195
<211- 21
<212> DNA

<213 gecuencia Artificial

<220

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido
sintético

<400> 195
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aucauaguuu accuauugat t 21

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

196
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
196

ucaauaggua aacuaugaut t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

197
21
DNA

Secuencia Atrtificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

sintético
197

ucauvaguuua ccuauugagt t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

198
21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

cintaticrn

198

cucaauaggu aaacuaugat t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<2233

<220
<223>

<400>

199

21
DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
199
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cauaguuuac cuauugagut T 21

<210> 200
<211> 21
<212> DNA

<213> gecyencia Artificial
<220
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<2202
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 200
acucaauagg uaaacuaugt t 21

<210> 201
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400= 201
duaguuuacc uauugaguut t 21

<210> 202
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

:%%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220> o ) o ] .
<22 3> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 202
aacucaauag guaaacuaut t : 21

<210> 203
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 203
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cauuggucuu auuuacauat t 21

<210> 204
<211> 21
<212> DNA

<213> gecyencia Artificial
<220:
<2235 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<2203
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 204
uauguaaaua agaccaaugt t 21

<210= 205
<211> 21
<2125 DNA

<213: Secuencia Artificial

<220:

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220:

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
Qintaticn

<400> 205
uuggucuuau uuacauauat t 21

<210> 206
<211> 21
<212> DNA

<213: gecyencia Artificial
<220
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 206
uavauguaaa uaagaccaat t 21

<210> 207

<211= 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220> o o .

<22 3> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 207
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uggucuuauu uacauauaat t 21

<210> 208
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial
<220
<223 Descripcidn de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223 Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleotido
sintético
<400> 208
uuauauguaa auvaagaccat t 21

«210> 209
<211> 21
<212> DNA

<213 gecyencia Artificial

<220

<223 Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
cintéticn

<400> 209
ggucuuauuu acauauaaat t 21

<210=> 210
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

:g%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220> o ) y . .
<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 210
Uuuauvaugua aauaagacct t 21

<210> 211
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>

<22 3> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220> o ) o ) )

<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 211
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auaucaugcu caagaugaut t 21

<210> 212
<211> 21
<212> DNA

<213 gecuencia Artificial
<220
<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223 Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 212
aucaucuuga gcaugauaut t 21

<210> 213

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

' :g%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleotido
sintético

<220>

«223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 213 .
daucaugcuc aagaugauat t 21

<210> 214

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

255(3]: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220> L . e . -
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleotido
sintético
<400> 214
uaucaucuug agcaugauat t 21

<210> 215
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleédtido
sintético

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 215
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ugauauugay uucaaauvuat t 21

<210> 216
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 216
uaauuugaaa ucaauaucat t 21

<210> 217
<211> 21
<212> DNA

<213> gecyencia Artificial
<2205
<223> Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 217
uacuuagucc uuacaauagrt t 21

<210> 218
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<2205

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<2205

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido

sintético

<400> 218

cuauuguaag gacuaaguat t 21

<210> 219

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<22 3> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleotido
sintético

<400> 219
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uuaguccuua caauagguct t

<210> 220
<211> 21
<212> DNA
<213:

<220
<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Secuencia Artificial

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleoétido
sintético

<400> 220

gaccuauugu aaggacuaat t

<210> 221
<211> 21
<212> DNA

<213> Ssecuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 221

uaguccuuac aauaggucct t

<210> 222
<211> 21
<212> DNA

<213 secuencia Artificial

<220

<223 Descripcidn de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético

<400> 222

ggaccuauug uaaggacuat t

<210> 223
<211> 21
<212> DNA

<2133 gecuencia Artificial

<220

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 223
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auauucuaua gcuggacgut t

<210= 224
<211> 21
<212> DNA _
<213>

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223>

Secuencia Artificial

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 224
acguccagcu auvagaauaut t

<210> 225
<211> 21
<212> DNA

<2133 gecuencia Artificial

<220z

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220:

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 225

vauucuauag cuggacguat t

<210> 226
<211> 21
<212> DNA

<213>Secuencia Artificial

<220>

<223>Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223>Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleotido
sintético

<400=> 226

uacguccagc uauagaauat t

<210> 227
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleotido
sintético

<220> - . . . e

<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 227
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auucuauagc uggacguaat t

<210= 228

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

«223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 228

uuacguccag cuauagaaut t

<210> 229
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

220
:22 3: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleotido

sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleotido
sintético

<400> 229

adauuccuag aaucaauaat t

<210> 230
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

:%%g; Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 230

uuauugauuc uaggaauuut t

<210> 231

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

Z%%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 231
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aauuccuaga aucaauaaat t 21

<210> 232
<211> 21
<Z212> DONA

<213: Secuencia Artificial
<220
<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 232
Uuuuauugauu cuaggaauut t 21

<210> 233
<211= 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial

<220

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético

<400> 233
uuccuagaau caauaaaggt t 21

<210> 234
<211 21
<212> DNA

<213 gecuencia Artificial
<220
<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 234
ccuuuauuga uucuaggaat t 21

<210> 235
<211> 21
<212> DNA

<213 gecuencia Artificial

<220

<223 Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220

<223 Dpescripcion de la Secuencia Avtificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 235
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uccuagaauc aauaaagggt t 21

<210> 236

<211> 21

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
«223s Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético
<220=>
<22 3>Descripcién de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 236
cCccuuuauug auucuaggat t 21

<210> 237
<211> 21

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

:%%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220> o A , ”
«223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 237
cuagaaucaa uaaagggcat t 21

<210> 238
<211> 21

<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

:%%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220> L . . . »
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 238
ugcCcuuuau ugauucuagt t 21

<210> 239
<Z211> 21

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
220
2223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 239
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acauuugaua acaaugaagt t 21

<210> 240

<211> 21

<212> DNA B
<213> Secuencia Artificial

<220>
<22 3> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220>
<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 240
cuucauuguu aucaaaugut t 21

<210> 241
<211> 21
<212> DNA

<2133 gecuencia Artificial
<220
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220z
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 241
cauuugauaa caaugaagat t 21

<210> 242
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial
<2202
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<2233 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 242
ucuucauugu vaucaaaugt t 21

<210= 243
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial

<220:

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220:

<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 243
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auuugauvaac aaugaagaat t

<210> 244
<211> 21
<212> ONA

<213> Secuencia Artificial

<220

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220:

<223 Descripcion de la Secuencia Avrtificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 244

yucuucauug uuaucaaaut t

<210> 245
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial

<220

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleotido
sintético

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 245

uuugauaaca augaagaagt t

<210> 246
<211> 21
<212> DNA

<213 secuencia Artificial

<220

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223 Dpescripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 246

cuucuucauu guuaucaaat t

<210> 247
<21l> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

:%%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripciéon de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 247
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aagugaaaua cuaggaaugt t 21

<210> 248

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220> o o . .

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleotido
sintético

<400> 248

cauuccuagu auuucacuut t 21

<210> 249

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificia

22
:2 Zg: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220> e e .
<22 3>Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleotido
sintético
<400> 249
agugaaauac uaggaaugct t 21

<210> 250

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 250
gcauuccuag uauuucacut t 21

<210=> 251
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<2 23> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético

<400=> 251

91



ES 2385811 T3

gugaaauacu aggaaugcut t 21

<210> 252
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>
<22 3> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<22 3> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 252
agcauuccua guauuucact t 21

<210> 253

<Z211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<22 3> Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledétido
sintético
<220>
<22 3> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 253
ugaaauacua ggaaugcuut t 21

<210> 254
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial
<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético
<400> 254
aagcauuccu aguauuucat t 21

<210> 255
<211> 21
<212> DNA

<213: Secuencia Atrtificial

<220:

<223 Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220:

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido

cintéticn

<400> 255
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gaaauacuag gaaugcuuct t 21

<210> 256
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<22 3> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 256
gaagcauucc uaguauuuct t 21

<210> 257
<211= 21
<212> DNA

<2132 gecuencia Artificial
<2203
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400= 257
aaauacuagg aaugcuucat t 21

<210> 258
<211> 21

<212> DNA
<213:

<220
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

Secuencia Artificial

<220:
<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido

cintéticn

<400> 258
ugaagcauuc cuaguauuut t 21

<210> 259

<211> 21

<212> DNA )
<213>Secuencia Artificial

z%%g:Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223>Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleotido
sintético

<400> 259

93



ES 2385811 T3

gaagcauuaa ugaccaaugt t 21

<210> 260

<Z211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

:%%g; Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220> I e o
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 260
cauuggucau uaaugcuuct t 21

<210> 261
<211> 21
<212> DNA

<213> secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 261
aagcauuaau gaccaaugat t 21

<210> 262
<211> 21
<212> DNA

<213> gecuencia Artificial
<220
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<2205
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 262
ucauugguca uuaaugcuut t 21

<210> 263
<211> 21
<212> NNa

<213> Secuencia Artificial

i%%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<2202

<2232 Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 263
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cgauaauaua acagcaagat t 21

<210> 264

<211> 21

<212> DNA
<213>Secuencia Artificial

<220>
<22 3>Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220>
<22 3>Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 264
ucuugcuguu auauuaucgt t 21

<210> 265
<211> 21
<212> DNA

<213: Secuencia Artificial
<220
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 265
cgauuauvauu acaggaugat t 21

<210> 266
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial

<220:

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
Qintétirn

<400> 266
ucauccugua avauaaucgt t 21

<210> 267
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

zg%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220> . e ”

<22 3> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleotido
sintético

<400> 267
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ggcucuuagc aaagucaagt t 21

<210> 268
<211> 21
<212> DNA

<213: gecyencia Artificial

<220:
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220:
<223: pescripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético
<400> 268
cuugacuuug cuaagagcct t 21

<210> 269
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial

<220:

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 269
cucuuagcaa agucaaguut t 21

<210> 270
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

:%%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220> L ) . . »
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleotido
sintético
<400> 270
dacuugacuu ugcuaagagt t 21

<210> 271
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

:%gg: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético

<220> L ) _ ) »
<22 3> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido

sintético

<400> 271
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cugucaucca gcaaauvacat t

<210> 272

<211> 21

<212> DNA

<213 Secuencia Artificial

<220

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220:

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledétido
sintético

<400> 272

uguauuugcu ggaugacagt t

<210> 273
<211> 21
<212> DMA
<213> Secuencia Artificial

:%%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético

2‘3%2: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 273

ugucauccag caaauacact t

<210> 274

<211> 21

<212> DNA B
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido

sintético

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 274

guguauuugc uggaugacat t

<210> 275
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial
<220
<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleotido
sintético
<220
<223 Descripcidn de la Secuencia Artificial: Oligonucleétido
© sintético
<400> 275
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uaauagquau guuauvaugct t 21

«210> 276
<211> 21
<212> DNA

<213: gecuencia Artificial
<220:
«223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético
<220:
<223: Descripcién de la Secuencia Avrtificial: Oligonucleotido
sintético
<400> 276
gcauauaaca uaccuauuat t 21

<210> 277
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

:%%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220> _— e -
«223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 277
auugagauag aaucuagaat t 21

<210> 278
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
- 223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético
<220>
<223>Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético
<400> 278
uucuagauuc uaucucaaut t 21

<210> 279
<211> 21

<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

:%%g: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido

sintético

<220> _— e »
<22 3> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido

sintético

<400> 279
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auucuaccau auvauugaact T

<210> 280
<211> 21
<212> DNA

<213> gecyencia Artificial

<2205

<223> Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 280

guucaauaua ugguagaaut t

<210> 281
. <211>.21
<212> NNa

<213: Secuencia Artificial

<220: o o . »

<223: Descripcion de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220:

<223: Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 281

uucuaccaua uauugaacat t

<210> 282
<211> 21
<212> DNA

<213 gsecuencia Artificial

<220

<223 Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucledtido
sintético

<220

<223 Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 282

uguucaauau augguagaat t

<210> 283
<211> 21
<212> Nna

<213; Secuencia Artificial

<220:

<223: Descripcién de la secuencia hibrida DNA/RNA: Oligonucleétido
sintético

<220:

<223: Descripcion de la Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 283

ucuaccauau auugaacaat t
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REIVINDICACIONES

1.- Un agente de iRNA aislado que comprende una cadena sentido constituida por SEQ ID NO: 267 y una cadena
antisentido constituida por SEQ ID NO: 268.

2.- EIiRNA de la reivindicacién 1, que comprende un fosforotioato o un nucleétido modificado en 2'.

3.- El iRNA de la reivindicacion 2, en el cual el nucleétido modificado en 2' comprende una modificacion
seleccionada del grupo constituido por: nucleétidos modificados con 2'-desoxi, 2'-fluoro, 2'-O-metilo, 2'-O-metoxietilo,
2'-amino y 2'-aminoalcoxi.

4.- El iRNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende adicionalmente un ligando.

5.- Una formulacion farmacéutica que comprende un agente de iRNA, siendo el agente de iRNA citado como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y en el cual dicha formulacion comprende un portador
farmacéuticamente aceptable.

6.- La formulacion de la reivindicacion 5, que comprende adicionalmente un agente terapéutico ademas del agente
de iRNA citado.

7.- La formulacién de la reivindicacién 6, en el cual dicho agente terapéutico es un segundo agente de iRNA anti-
RSV.

8.- La formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el cual

(a) el agente de iRNA citado se encuentra en fase acuosa;
(b) dicha formulacion es al menos parcialmente cristalina, uniformemente cristalina, o anhidra; o
(c) dicha formulacién es un polvo.

9.- La formulaciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el cual dicha formulacién comprende un
agente estabilizador de iRNA seleccionado del grupo constituido por un formador de quelatos y un inhibidor de las
RNAsas.

10.- La formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en el cual dicho portador farmacéuticamente
aceptable se selecciona del grupo constituido por
(a) un polipéptido;

(b) un aminoacido;
(c) un carbohidrato seleccionado del grupo constituido por un monosacarido, disacarido, o polisacarido; y
(d) PBS.

11.- La formulacién de la reivindicacion 5, en el cual dicha formulacion es estéril, exenta de pirégenos, y comprende
de uno a quince por ciento en peso de una sal fisioldgicamente aceptable.

12.- La formulacién de la reivindicacion 5, en el cual dicha formulacion es una particula respirable
(a) de aproximadamente 1 a 10 micrémetros de tamafo; o
(b) de aproximadamente 10 a 500 micrometros de tamafio.

13.- La formulacion de la reivindicacion 5, en el cual dicha formulacion es para administracion directa a los pulmones
o al conducto nasal a una dosis comprendida entre 1 y 150 mg.

14.- Un agente de iRNA como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en el tratamiento o
la prevencién de la infeccién de RSV en un individuo mamifero.

15.- El agente de iRNA para uso en el tratamiento o la prevencién de la infeccién de RSV de la reivindicacion 14, en
el cual el agente de iRNA citado debe administrarse

(a) por via intranasal a un individuo, o

(b) por via local a los pulmones de dicho individuo.

16.- El agente de iRNA para uso en el tratamiento o la prevencion de la infeccion de RSV de la reivindicacion 14 6
15, en el cual el agente de iRNA citado debe administrarse por inhalacién o nebulizacién a un individuo.

17.- El agente de iRNA para uso en el tratamiento o la prevencion de una infeccion de RSV de una cualquiera de las

reivindicaciones 14 a 16, en el cual debe co-administrarse a dicho individuo un segundo agente de iRNA, y en el cual

dicho segundo agente de iRNA comprende una cadena sentido que tiene al menos 15 nucleétidos contiguos o mas

complementarios a

(a) un segundo gen de dicho virus respiratorio o

(b) un segmento del gen N de RSV, siendo dicho fragmento diferente del segmento constituido por la
secuencia de SEQ ID NO: 267,

y una cadena antisentido que tiene al menos 15 nucledtidos contiguos 0 mas complementarios a dicha cadena

sentido.
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18.- El agente de iRNA para uso en el tratamiento o la prevencién de la infeccion de RSV de la reivindicacion 17, en
el cual dicho segundo agente comprende 15 nucleétidos o mas seleccionados de uno de los agentes de la Tabla 1
(a-c).

19.- El agente de iRNA para uso en el tratamiento o la prevenciéon de una infeccién de RSV de la reivindicacion 17,
en el cual se ha diagnosticado que el individuo sufre una infeccion viral con dicho virus respiratorio de mamifero.

20.- Un dispositivo que comprende un agente de iRNA como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4 o constituido por la formulacién farmacéutica que se define en una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13 para
generar una suspension de aerosol o de particulas respirables, en el cual el dispositivo es un nebulizador accionado
a presion, un nebulizador ultrasénico, o un generador terapéutico de aerosoles sélido particulado.

21.- El dispositivo de la reivindicacion 20, en el cual el generador terapéutico de aerosoles sélido particulado es un
insuflador; o un inhalador de dosis medidas.
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Los siRNAS inhiben la replicacién de RSV post-infeccion
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