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DESCRIPCION
Moléculas de ARN de interferencia pequefias modificadas y métodos de uso
Antecedentes de lainvencion

La presente invencion se refiere al campo de deteccion de acido nucleico y al fendmeno de ARN silenciador
o0 ARN de interferencia (ARNi). ARN silenciador constituye un fendmeno en el que las moléculas de ARN no
codificadoras median supresion de gen especifico en un organismo. Por naturaleza, el fenémeno protege al genoma
de un organismo de acidos nucleicos invasores externos tales como transposones, transgenes y genes virales.

La introduccion de ARN de doble cadena (ARNdc) en una célula desencadena al ARN silenciador, que
después degrada en mARN endégeno correspondiente al ARNdc. Las secuencias de ARN silenciador implican una
conversion de ARNdc en ARNs de interferencia cortos (ARNSsis) que dirigen ribonucleasas a las dianas de mARN
(Baulcombe et al., 2001). Una enzima llamada Dicer procesa el ARNdc a ARNSsis, que tienen una longitud de 20-25
nucleétidos. Los ARNsis se montan en complejos que contienen endorribonucleasa conocidos como complejos
silenciadores inducidos por ARN (RISCs). Posteriormente, los ARNsis guian a los RISCs a moléculas
complementarias de ARN, donde los RISCs se parten y destruyen mARN diana. Cantidades pequefias de ARNdc
pueden silenciar una gran cantidad de mARN diana debido a un componente de amplificacién de ARN silenciador
(Fire et al., Nature, 391:806-811) (1998)).

La primera evidencia de que ARNdc produce un gen silenciador eficiente a través de ARNi vino de estudios
sobre el nematodo Caenorhabditis elegans (Fire et al., Nature, 391:806-811 (1998) y Patente de Estados Unidos N°
6.506.559). Estudios posteriores sobre la mosca de la fruta Drosophila melanogaster demostraron que ARNi es un
mecanismo multi-etapa (Elbashir et al., Genes Dev., 15(2): 188-200 (2001)).

Aunque ARNdc puede medir interferencia mediada por gen en células mamiferas (Wianny, F. y Zernicka-
Goetz, M., Nature Cell Bio. 2:70-75 (2000) Svoboda, P. et al., Development 17:4147-4156 (2000)), el uso de ARNi en
células somaticas mamiferas a menudo esté limitado por una activacion de proteina quinasa dependiente de ARN
(PKR), que inactiva el factor de traslacion elF2a, causa una supresion generalizada de sintesis de proteina y a
menudo causa apoptosis (Gil, J. y Esteban, M., Apoptosis 5:107-114 (2000)).

Recientemente, ARNsi de aproximadamente 21 o 22 pares base de longitud, correspondiente a secuencias
dirigidas de ARN o ADN, mostro afectar a la expresion de las secuencias dirigidas de células mamiferas (Elbashir,
S.M., et al., Nature 411:494-498 (2001)). Sin embargo, no estéa claro que todas las secuencias de ARN o ADN de un
genoma de célula de mamifero sean susceptibles a ARNsi. Tampoco es seguro que todos los tipos de célula
mamifera posean la maquinaria necesaria para efectuar supresion especifica de gen usando ARNsi. Ademas, ARNSiI
es de uso limitado por al menos dos razones: (a) la naturaleza temporal del efecto de supresién visto en céulas
donde se ha administrado ARNSsi, y (b) la necesidad de sintesis quimica de ARNsis antes de su uso (Tuschl, T.,
Nature Biotech, 20: 446-448 (2002)). También, ya que ARNSsis son inestables in vivo, su efectividad a largo plazo es
limitada.

Una invencién que se dirige a estos retos mejorara la utilidad de ARNi para tratar enfermedad humana en el
nivel de actividad de &cido nucleico. En particular, tal invencion hard que ARNi sea una terapia mas practica para
infecciones virales, tales como infecciones con VHC. Las terapias actuales para tales infecciones virales son muy
limitadas, y tienden a tener bajos indices de respuesta.

W02004/011647 desvela moléculas de ARNSsi dirigidas a VHC

US2004/192626 desvela moléculas de ARNSsi dirigidas a VHB.

US2003/206887 desvela moléculas de ARNSsi dirigidas a VHB y VHC.
Resumen de la invencién

La invencion proporciona un método para la entrega de ARNsi a hepatocitos en un animal para fines
terapéuticos, incluyendo la inactivacion de un virus en un animal. El método comprende la administracion de un
farmaco que reduce el colesterol a un animal en conjunto con la administracion de un ARNdc o ARNsi que se
modifica para comprender ademas un colesterol como un ligando de enlace con el receptor (colesterol-ARNSsi). El
farmaco que reduce el colesterol puede administrarse antes de, en el mismo momento, o después de la
administracion del ARNsi etiquetado con colesterol. En una realizacion preferente, el farmaco que reduce el
colesterol es una estatina.
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Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 representa la secuencia y estructura secundaria de 5 UTR del genoma de VHC. También
proporciona secuencias especificas de ARNsi para inducir ARNi hacia VHC en células hepaticas.

La Fig. 2 proporciona secuencias para varios ARNsis especificos de VHC que son Utiles para inducir ARNi
hacia VHC en células hepaticas. Cada ARNSsi especifico de VHC se identifica mediante la designacion
proporcionada en la primera columna.

La Fig. 3 muestra la secuencia nucleétida del coronavirus SARS.
La Fig. 4 es una representacion esquematica de los marcos abiertos de lectura del coronavirus SARS.

La Fig. 5 representa un replicon de VHC subgendmico contenido en la linea celular de hepatoma Huh 7,
gue se uso6 para comprobar la eficacia de ARNsi en células humanas de higado.

La Fig. 6 representa la respuesta de dosis de actividad del luciferasa normalizada en células Huh-7 que
contienen el replicon de VHC subgendmico (linea 5-2), a las que se les administr6 diferentes concentraciones de
ARNSsI5. La actividad de luciferasa, que se midi6 el dia 1, 2 y 3 después de la transfeccion, cayo con dosis crecientes
de ARNSsi. El ensayo de luciferasa se realizé usando un sistema de ensayo de Luciferasa disponible en Promega
Corp. (Madison, WI), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La Fig. 7 representa la especificidad de secuencia de ARNsi5 para inducir ARNi dirigido por VHC en células
de higado Huh-7.

La Fig. 8 demuestra que ARNsi5 es no toxico para células Huh-7. Los niveles de ATPasa se analizaron
usando un kit de ensayo de ATPasa disponible en Promega Corp. (Madison, WI), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

La Fig. 9 representa los efectos de ARNSsi5 en la réplica de VHC en células 21-5 (células Huh-7 que
contienen VHC de longitud completa), como lo mide el ensayo de ARN. Los niveles de ARN se analizaron usando el
kit de ARN TagMan™ (F. Hoffman La-Roche, Suiza), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los valores se
normalizan.

La Fig. 10 demuestra que ARNSsI5 no afecta a la viabilidad de células Huh 5-2. Especificamente, ARNm que
codifica GAPDH, una enzima esencial para glicolisis se midié en células Huh 5-2 transfectadas con ARNsi5 o ARNSsi
especifico de GAPDH. El gréafico demuestra que ARNsi5 no afecté a los niveles de ARN de GAPDH. GAPDH se
midio usando un kit de ARN TagMan™ (F. Hoffman La-Roche, Suiza), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los valores se normalizan.

La Fig. 11 representa una respuesta de dosis de actividad de luciferasa normalizada en células Huh 7 que
contienen un replicon de VHC subgendmico (linea 5-2) a las que se administraron diferentes concentraciones de 2'-
fluoro-ARNsi (2'-F-GL2), que dirige el gen de luciferasa de la mosca de la fruta. La actividad de luciferasa, que se
midié 2 dias después de la transfeccién, cayd con dosis crecientes de ARNSsi. El ensayo de luciferasa se realizd
usando un kit de Luciferasa Firefly (Promega Corp., Madison, WI), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La Fig. 12 demuestra una inhibicién de actividad de luciferasa en células 5-2 usando el ARNsi Col-GL2 en
ausencia de liposomas.

La Fig. 13 demuestra una autoradiografia de duplicaciones de ARNSsi etiquetado con 5’ separadas por
PAGE, y muestra la estabilidad de ARN 2’-fluoro-modificado (2’-F-GL2) incubado en suero humano hasta 10 dias.
Las duplicaciones de ARNsi se sometieron a incubacion con suero humano y se analizaron por 20% PAGE. La
composicion de las calles es la siguiente: Calle 1, 11 y 21: ARNSsi etiquetado con ¥p_extremo solo; Calles, 2-10, 12-
20 y 22-25: ARNsi incubado con suero humano. Calles 2 y 12, 1 min.; Calles 3y 13, 5 min.; Calles 4 y 14, 15 min;
Calles 5y 15, 30 min.; Calles 6 y 16, 1 hora; Calles 7 y 17, 2 horas; Calles 8 y 18, 4 horas; Calles 9 y 19, 8 horas;
Calles 10 y 20, 24 horas; Calles 22, 24 horas; Calles 23, 48 horas; Calles 24, 120 horas; Calles 25, 240 horas de
incubacién, respectivamente.

La Fig. 14 demuestra el uso de Dicer humano recombinante para convertir ARNdc fluorizado en 2’F-ARNSi.
La composicion de las calles es la siguiente: Calle 1: marcador de tamafio, A\Hindlll+@X174\Haelll; Calle 2: ribo/ribo
homoduplex ARN; Calle 3: ribo/2’-F heteroduplex ARN; Calle 4: 2’-F/ribo heterodlplex ARN; Calle 6: marcador de
tamano, escalera 10bp ADN; Calle 7: ribo/ribo homoduplex ARNsi; Calle 8: ribo/2’-F heteroduplex ARNsi; Calle 9: 2’-
F/ribo heteroduplex ARNsi; Calle 10: 2'-F/2’-F homoduplex ARNSsi.
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La Fig. 15 muestra una respuesta de dosis de actividad de luciferasa normalizada en células Huh-7 que
contienen el replicon de VHC subgendmico (linea 5-2) para ARNsis especificos de VHC. La actividad de luciferasa
cay6 con dosis crecientes de cada ARNSi.

La Fig. 16 muestra que el colesterol muestra una respuesta de dosis de actividad de luciferasa nhormalizada
en células Huh-7 que contiene el replicon de VHC subgenémico (linea 5-2) para ARNsi GL2 modificado con
colesterol.

La Fig. 17 demuestra la mayor estabilidad vista con un ARNsi que se ha modificado para incluir pirimidina
2-Fluoro que sustituyen todas la pirimidinas (2-F-ARNSsi) y pirimidinas 2-Fluoro que sustituyen todas la pirimidinas y
también una secuencia de dos deoxinucleétidos bases “TT” afiadidas a los extremos 30 de la molécula en lugar de
los salientes de ribonucleétido “UU” presentes en 2-F-ARNSsi (2’-F-ARNsi 3’-X).

La Fig. 18 muestra que la estabilidad de ARNsi puede aumentar dramaticamente por la fluorizacion en 2’-
azlcar.

La Fig. 19 muestra la evaluaciéon de ARNSsi in vivo.

La Fig. 20 muestra que el inhibidor de proteasa de molécula pequefia BILN-2061 es eficaz en ratones
quiméricos por inyeccion de baja presion IV.

La Fig. 21 muestra 2’-F-ARNSsi conjugado dado por inyeccion de baja presion IV es practicamente infectivo
en ratones quiméricos.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona moléculas ARNdc que tienen aproximadamente de 10 a 30 nucle6tidos
de longitud, y que median la interferencia de ARN en células dianas. Preferentemente, las moléculas inventivas
estan quimicamente modificadas para conferir una mayor estabilidad frente a la degradacion de nucleasa, pero
mantienen la habilidad para enlazarse a acidos nucleicos dianas.

Como se usa en el presente documento, “ARN de interferencia” (ARNi) se refiere a supresién especifico de
secuencia o de gen de expresion de gen (sintesis de proteina) que estd mediada por ARNi, sin la supresion
generalizada de la sintesis de proteina. Mientras la invencién no se limita a una teoria 0 modo de accion particular,
ARNi puede implicar la degradacion de ARN mensajero (ARNm) por un complejo silenciador inducido por ARN
(RISC), previniendo la traslacion del ARNm trascrito. Alternativamente, puede implicar la metilacion de ADN
gendmico, que desvia la transcripcion de un gen. La supresion de la expresion de gen causada por ARNi puede ser
temporal o puede ser mas estable, incluso permanente.

“Supresion de gen”, “supresion dirigida”, “supresion especifica de secuencia”, “ARNi dirigido” y “ARNi
especifico de secuencia” se usan intercambiablemente en el presente documento. Ademas, la supresién especifica
de secuencia, como se usa en el presente documento, se determina analizando por separado niveles de la proteina
dirigida para la supresion en células que contienen el ARNSsi (células experimentales) y en células que no contienen
el ARNSsi idéntico (células de control), comparando después los dos valores. Las células experimentales y de control
deberian derivase de la misma fuente y el mismo material. También, las células de control y experimentales usadas
en la determinacion del nivel o cantidad de supresion de gen deberian analizarse bajo condiciones similares, si no
idénticas.

ARN es un polimero de ribonucleétidos, conteniendo cada uno la ribosa de azdcar en asociacién con un
grupo fosfato y una base de nitrdgeno (tipicamente, adenina, guanina, citosina o uracil). Como su primo, ADN, ARN
puede formar enlaces complementarios de hidrégeno. Por lo tanto, ARN puede ser de doble cadena (ARNdc), de
Unica cadena (ARNuc) o de doble cadena con un saliente de Unica cadena. Los tipos comunes de ARN incluyen
ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt), ARN ribosomal (ARNr), ARN corto de interferencia (ARNCci),
micro ARN (miARN) y ARN de horquilla corta (ARNhc), jugando cada uno un papel especifico en células bioldgicas.
Como se usa en el presente documento, el término “ARN” incluye todos estos.

“ARN corto de interferencia” (ARNsi) se refiere a moléculas de ARN de doble cadena de aproximadamente
10 a aproximadamente 30 nucledtidos de longitud que son nombradas por su habilidad para interferir
especificamente con la expresion de proteina. Preferentemente, las moléculas de ARNSsi tienen 12-28 nucledtidos de
longitud, mas preferentemente 15-25 nuclettidos de longitud, ain mas preferentemente 19-23 nucledtidos de
longitud y mas preferentemente 21-23 nucleétidos de longitud. Por lo tanto, las moléculas ARNsi tienen12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 34, 25, 26, 27, 28 0 29 nucleétidos de longitud.

La longitud de la cadena designa la longitud de una molécula de ARNsi. Por ejemplo, un ARNSsi que se

describe como de 21 ribonucleétidos de longitud (un 21-mer) podria comprender dos cadenas opuestas de ARN que
se templan juntas para 19 emparejamientos de bases contiguos. Los dos ribonucleétidos restantes en cada cadena
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formarian un “saliente”. Cuando un ARNsi contiene dos cadenas de diferentes longitudes, la mas larga de las
cadenas designa la longitud de ARNsi. Por ejemplo, un ARNdc que contiene una cadena que tiene 21 nucleétidos de
longitud y una segunda cadena que tiene 20 nucleétidos de longitud, constituye un 21-mer.

ARNSsi que comprenden un saliente son deseables. El saliente puede estar en el extremo 5 o 3’ de una
cadena. Preferentemente, esta en el extremo 3’ de la cadena de ARN. La longitud de un saliente puede variar, pero
preferentemente tiene de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 bases, y mas preferentemente tiene 2
nucleétidos de longitud. Preferentemente, el ARNsi de la presente invencion comprende un saliente en 3’ de
aproximadamente 2 a 4 bases. Mas preferentemente, el saliente 3’ tiene 2 ribonucleétidos de longitud. Incluso mas
preferentemente, los 2 ribonucleétidos que comprenden el extremo 3’ son uridina (U).

ARNSsi de la presente invencion estan disefiados para interactuar con una secuencia ribonucleétido diana, lo
que significa que complementan una secuencia diana de manera suficiente como para enlazarse con la secuencia
diana. La secuencia diana de ribonucleétido es de virus de hepatitis C (VHC), virus de hepatitis A, virus de hepatitis
B, virus de hepatitis D y virus de hepatitis E.

El virus de hepatitis C (VHC) es un virus diana altamente preferente. La Figura 1 y Figura 2 desvelan las
secuencias de acido nucleico para varias moléculas de ARNsi especificas de VHC. Entres las mostradas, ARNsi5,
ARNSIC1, ARNsiIC2, ARNsi5B1, ARNsi5B2 y ARNsi5B4 han demostrado una actividad particularmente buena, y por
lo tanto son muy preferentes. ARNsis al menos 80%, 90% o0 95% idénticas a estas altamente preferentes también
constituyen parte de la invencion.

La molécula de ARN puede comprender una secuencia de ribonucledtido al menos 80% idéntica a la
secuencia de ribonucleétido de un virus diana. Preferentemente, la molécula ARNsi es al menos 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o0 100% idéntica a la secuencia de ribonucleétido del virus diana. La diana puede ser el genoma viral
entero, una transcripcion primaria, un marco abierto de lectura, o una parte de estos. Mas preferentemente, un
ARNSsi sera 100% idéntico a la secuencia de nucledtido de un virus diana. Sin embargo, las moléculas de ARNsi con
inserciones, eliminaciones o mutaciones de un Unico punto en relacion con una diana también pueden ser efectivas.
Las herramientas para ayudar al disefio de ARNSsi estan facilmente disponibles para el publico, por ejemplo, una
herramienta de disefio de ARNsi basada en ordenador esta disponible en internet en www.dharmacon.com.

A modo de ejemplo, un polinucleétido que tiene una secuencia nucleétida al menos 95% “idéntica” a la
secuencia nucleodtida de referencia significa que la secuencia de polinucleétido puede incluir hasta cinco mutaciones
de punto por 100 nucledtidos de la secuencia nucleétida de referencia, o una mutacion de 1 punto por 20
nucleétidos. En otras palabras, para obtener un polinucleétido que tiene una secuencia nucledtida al menos 95%
idéntica a una secuencia nucledétida de referencia, hasta 5% de los nucleétidos en la secuencia de referencia pueden
eliminarse o sustituirse por otro nucleotido, o un nimero de nucledtidos hasta 5% de los nucleétidos totales en la
secuencia de referencia pueden insertarse en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de
referencia pueden ocurrir en las posiciones de terminal 5 o 3’ de la secuencia nucleétida de referencia o en
cualquier sitio entre estas posiciones de terminal, intercaladas individualmente entre los nucleétidos en la secuencia
de referencia o en uno 0 mas grupos contiguos en la secuencia de referencia.

Como un asunto practico, si una molécula de &cido nucleico particular es al menos 90%, 95%, 97%, 98%,
99% o 100% idéntica a la secuencia de ribonucledtido de un agente diana o virus puede determinarse
convencionalmente usando programas de ordenador conocidos tales como el programa Bestfit (Paquete Wisconsin
Sequence Analysis, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, Madison, WI). Bestfit usa el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman (Advances in Applied Mathematics 2:482-489 (1981)) para encontrar el mejor
segmento de homologia entre dos secuencias. Cuando se usa Bestfit o cualquier otro programa de alineacion de
secuencia para determinar si una secuencia particular es, por ejemplo, 95% idéntica a una secuencia de referencia
de acuerdo con la presente invencion, los parametros se fijan, por supuesto, de tal manera que el porcentaje de
identidad se calcule sobre la longitud completa de la secuencia de ribonucledtido de referencia y que se permitan
espacios en homologia hasta 5% del numero total de ribonucleétidos en la secuencia de referencia.

La presente invencion también incluye moléculas ARNsi que se han modificado quimicamente para conferir
una mayor estabilidad frente a la degradacion de nucleasa, pero mantienen la habilidad para enlazarse con los
acidos nucleicos dianas que pueden estar presentes en células. En el caso en el que un ARN es especifico de virus,
ARNSsis modificados son capaces de enlazarse con ARNs o ADNs especificos del virus, inactivando de esta manera
el virus.

Un ARNsi modificado de la presente invencion comprende un ribonucleétido modificado, y es resistente a la
degradacion enzimatica, tal como degradacién RNasa, mientras mantiene la habilidad para inhibir la réplica viral en
una célula que contiene las secuencias de ARN o ADN dianas virales especificas. EI ARNsi puede modificarse en
cualquier posicion de la molécula siempre y cuando el ARNsi modificado se enlace con una secuencia diana y sea
resistente a la degradacion enzimética. Las modificaciones en el ARNsi pueden ser en la base del nucledtido, es
decir, la purina o la pirimidina, la ribosa o el fosfato. Preferentemente, la modificacion ocurre en la posicién 2’ de al
menos una ribosa en un ARNSi.
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Mas especificamente, el ARNsi se modifica en al menos una pirimidina, al menos una purina 0 una
combinacién de las mismas. Sin embargo, generalmente todas las pirimidinas (citosina o uracil), o todas las purinas
(adenosina o guanina) o una combinacion de todas las pirimidina y todas las purinas del ARNsi se modifican. Mas
preferentemente, las pirimidinas se modifican, y estar pirimidinas son citosina, un derivado de citosina, uracil, un
derivado de uracil o una combinacién de los mismos. Los ribonucleétidos en una o ambas cadenas del ARNSsi
pueden modificarse.

Los ribonucle6tidos que contienen bases de pirimidina encontrados en ARN (citidina y uridina) pueden
modificarse quimicamente afiadiendo cualquier molécula que inhiba degradaciéon de ARN o ruptura de la base, la
ribosa o los fosfatos. Como se ha analizado previamente, la posicion 2’ de ribosa es un sitio preferente para la
modificacion. ARNsis 2’ modificados tienen una vida media mas largo del suero y son resistentes a la degradacion,
en relacion con ARNsis no modificados o ARNs de Unica cadena, tal como antisentido o ribozima. Los
ribonucleétidos de pirimidina 2’ modificados pueden formarse mediante un numero de métodos diferentes conocidos
en la técnica.

Una modificacion quimica preferente es la adicién de una molécula del grupo quimico haluro a un
ribonucledtido de ARNsi. Entre los haluros, flior es una molécula preferente. Ademas, del fluoro-, otras fracciones
guimicas tales como metil-, metoxietil- y propil- pueden afiadirse como modificaciones. La modificacion mas
preferente, sin embargo, es la modificacién fluoro-, tal como una modificacion 2’-fluoro o una modificacion 2’,2-
fluoro.

De este modo, en una realizacion preferente de la invencién, ARNsi se modifica con la adicion de una
molécula de fldor al carbono 2’ de un ribonucledtido de pirimidina. El ARNsi puede fluorizarse completamente o
parcialmente. Por ejemplo, solamente los ribonucletdtidos de citosina pueden fluorizarse. Alternativamente,
solamente los ribonucleétidos de uracil pueden fluorizarse. En una realizacion preferente, tanto uracil como citosina
estan fluorizados. Solamente una cadena, bien sentido o antisentido, de ARNsi puede fluorizase. Incluso la
fluorizacion parcial 2’ de ARNsi da proteccion contra la degradacion nucleolitica. De manera importante, ARNsi 2’
fluorizado es no téxico para las células, un resultado inesperado dado que la quimica del flior es normalmente tdxica
para organismaos vivientes.

Ademas, ARNsis modificados de la presente invencion pueden contener modificaciones quimicas que
inhiben polimerasas virales de ARN. Por ejemplo, ARNsis pueden comprender uno o mas nucledsidos que inhiben
polimerasas ARN dependientes de ARN viral. Ejemplos de tales nucledsidos y otras modificaciones quimicas existen
en WO 02/057425, WO 02/057287, WO 02/18404, WO 02/100415, WO 02/32920, WO 01/90121, Patente de
Estados Unidos N° 6.063.628 y solicitud publicada de Estados Unidos N° 2002/0019363.

ARNSi puede prepararse en un numero de maneras, tal como mediante sintesis quimica, transcripcion de
polimerasa T7, o tratando ARN largo de doble cadena (ARNdc) preparado mediante uno de los dos métodos previos
con enzima Dicer. La enzima Dicer crea poblaciones mezcladas de ARNdc de aproximadamente 21 a
aproximadamente 23 pares base de longitud de ARNdc que tiene un tamafio de aproximadamente 500 pares base a
aproximadamente 1000 pares base. Inesperadamente, Dicer pueden efectivamente partir cadenas modificadas de
ARNdc, tal como ARNdc 2’-fluoro modificado. Antes del desarrollo de este método, se prensd previamente que Dicer
no seria capaz de partir ARNsi modificado. El método de Dicer de preparar ARNSsis puede realizarse usando un Kit
de Generacion Dicer ARNsi disponible en Gene Therapy Systems (San Diego, CA).

En los métodos para hacer ARNsi, un fragmento de ARNdc puede prepararse mediante sintesis quimica o
traslacion in vitro. En una realizacion, el ARNsi modificado e un ARNsi 2’ modificado en el que la modificacion es en
la posicion 2’ de al menos un ribonucleétido de dicho ARNSsi. La modificacién se selecciona del grupo consistente en
modificacién fluoro-, metil-, metoxietil- y propil-. Preferentemente la modificacion fluoro- es un modificacion 2’-fluoro o
una modificacion 2’,2’-fluoro. Se maodifican las pirimidinas, las purinas o una combinacion de las mismas del ARNSsi.
Mas preferentemente, se modifican las pirimidinas, tales como citosina, un derivado de citosina, uracil, un derivado
de uracil o una combinacion de los mismos. Una o dos cadenas de ARNsi pueden contener uno o mas
ribonucleétidos modificados.

La invencion proporciona ademas un método para inactivar un agente o virus diana en un paciente
mediante la administracion al paciente de un ARNdc en una cantidad efectiva para inactivar el agente o virus
dirigido. Preferentemente el ARNdc se modifica como se ha descrito anteriormente. La interferencia de ARN hacia
un segmento de ADN dirigido en una célula puede conseguirse administrando una molécula de ARN de doble
cadena a las células, donde la secuencia de la molécula de ARN de doble cadena corresponde a la secuencia de
ribonucleétido del segmento de ADN dirigido. Preferentemente, el ARNdc usado para inducir ARNi dirigido es ARNsi.

Como se usa en el presente documento “segmento de ADN dirigido” se usa para querer decir una
secuencia de ADN que codifica, por completo o en parte, un ARNm para una proteina dirigida, incluyendo intrones y
exones, donde se desea supresion. El segmento de ADN también puede querer decir una secuencia de ADN que
normalmente regula la expresion de la proteina dirigida, incluyendo pero sin limitar al promotor y proteina dirigida.
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Ademas, el segmento de ADN puede o0 no puede ser una parte del genoma de la célula o puede ser
extracromosomal, tal como ADN de plasmido.

La presente invencion esta particularmente dirigida a un método para inactivar un virus en un paciente
mediante la administracién al paciente de un ARNsi, preferentemente un ARNsi modificado, en una cantidad efectiva
para inactivar el virus. El ARNsi tiene preferentemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 30
ribonucleétidos de longitud, mas preferentemente 12-28 ribonucleotidos, mas preferentemente 15-25 ribonucleétidos,
incluso mas preferentemente 19-23 ribonucleétidos y lo mas preferentemente 21-13 ribonucleétidos.

También, el método para inactivar un virus utiliza preferentemente un ARNsi que esta modificado en la
posicion 2° de al menos un ribonucleétido de dicho ARNsi. EI ARNsi puede modificarse con grupos quimicos
seleccionados del grupo consistente en fluoro-, metil-, metoxietil- y propil-. La modificacién fluoro- es la mas
preferente, y una modificacién 2'-fluoro o 2’-2-fluoro es util en el método. La modificaciéon puede ser en una
pirimidina, una purina o una combinacién de las mismas del ARNsi. Mas preferentemente se modifican las
pirimidinas, tales como citosina, un derivado de citosina, uracil, un derivado de uracil o0 una combinacién de los
mismos. En una realizacion, una cadena del ARNsi contiene al menos un ribonucleétido modificado, mientras en otra
realizacion, ambas cadenas del ARNsi contienen un ribonucleétido modificado.

ARNSsis Utiles en los métodos del tratamiento también se modifican por la union de colesterol al ARNsi.
Tales ligandos son utiles para dirigir la entrega de ARNsi a un virus diana en hepatocitos.

El colesterol se une al extremo 5’- o0 extremo 3’- de una molécula de ARNSsi. El colesterol puede unirse a
uno o mas extremos de ARNSsi, incluyendo cualquier combinacién de los extremos 5’- y 3’-. De este modo, cuando el
colesterol se une solamente a los extremos de una molécula de ARNSsi, las moléculas de colesterol pueden unirse en
cualquier sitio entre 1y 4.

El resultante colesterol-ARNSsi se entrega a hepatocitos en el higado, proporcionando de este modo medios
para entregar ARNSsi a su localizacion dirigida.

En un aspecto, el método utiliza un ARNsi preparado (a) identificando una secuencia diana de
ribonucleétido en un genoma de virus para designar una ARN de interferencia pequefio (ARNSsI) y (b) produciendo un
ARNSsi que se ha modificado para contener al menos un ribonucleétido modificado. Preferentemente, el ARNsi
comprende una molécula de ARN de doble cadena con una primera secuencia de cadena de ribonucleétido
correspondiente a una secuencia de ribonucleotido correspondiente a una secuencia diana de ribonucledtido en el
virus, y una segunda cadena que comprende una secuencia de ribonucleétido complementaria a la secuencia diana
de ribonucleétido. La primera y segunda cadena deberian separar cadenas complementarias que se hibridizan entre
si para formar una molécula de ARN de doble cadena. Ademas, una o ambas cadenas deberian comprender al
menso un ribonucledtido modificado.

En realizaciones preferentes de la invencion, el ARNsi dirige una secuencia de ribonucleétido en el genoma
de virus de hepatitis C. La secuencia diana de ribonucleétido comprende una secuencia conservada de
ribonucleétido necesaria para la réplica de VHC, y la secuencia conservada de ribonucleétido se selecciona del
grupo consistente en 5-region no trasladada (5’-UTR), regién 3’-no trasladada (3’-UTR), nicleo y NS3 helicasa. Las
moléculas de ARNsi muy preferentes comprenden una secuencia al menos 80% idéntica a aquellas de ARNSI5,
ARNSsIC1, ARNsIC2, ARNsi5B1, ARNsi5B3 o ARNSsi5B4. Los ARNsis pueden estar modificados o no modificados
como se ha descrito anteriormente.

Los métodos para inhibir la réplica de VHC en células positivas para VHC no deberian ser téxicos para las
células, o causar apoptosis en las células tratadas. Preferentemente, la inhibicién de réplica de VHC esta
especificamente disefiada para afectar solamente a la réplica de VHC en las células, de manera que no afecte al
crecimiento normal, division o metabolismo. Las células en las que VHC ha demostrado replicar incluyen, aunque no
se limitan a, células hepéticas, linfocitos de célula B y linfocitos de célula T. preferentemente, un método para inhibir
la réplica de VHC se realiza en células hepéticas.

De acuerdo con la invencion, “células hepaticas” pueden ser de cualquier fuente animal. Ademas, las
células hepéaticas pueden estar en cultivo celular, o parte de un tejido, o un 6rgano, en parte o por completo. La
expresion células hepéticas pretende incluir cualquier célula que contenga una célula de higado normal, anormal o
enferma. Ejemplos de células hepaticas incluyen, aunque no se limitan a, célula Kupffer, hepatocitos y células que
comprenden un carcinoma hepatocelular. “Célula hepatica” no pretende incluir células que forman estructuras
diferenciadas dentro del higado, tales como célula endoteliales que forran vasos sanguineos. Un tejido u érgano que
contiene las células hepaticas pueden estar dentro de un sujeto o pueden someterse a biopsia o extraerse del
animal. Ademas, el tejido puede estar “fresco” porque el tejido se habria extraido recientemente de un sujeto, sin
ninguna etapa de conservacion entre la escision y los métodos de la invencién actual. Antes de la aplicacion de los
métodos de la invencion actual, el tejido también podria haberse conservado mediante técnicas estandares de
preparacion de tejido incluyendo, aunque sin limitar, congelacion, congelaciéon rapida, envoltura con parafina y
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fijacion de tejido. Ademas, el tejido también puede ser un xenoinjerto o un isoinjerto o en otro animal huésped. Como
se usan en el presente documento, los términos animal y sujeto se usan intercambiablemente.

De acuerdo con la invencion, “virus de hepatitis C” o “VHC”, toma su significado ordinario en la técnica
como el de la fecha de la invencion. El virus de hepatitis C es un virus ARN de la familia Flaviviridae. Por ejemplo
como se usa en el presente documento, VHC incluye, aunque no se limita a genotipos 1-11 (usando el sistema mas
comUn de genotipos), con estos genotipos rompiéndose en sub-tipos, algunos de los cuales incluyen, aunque no se
limitan a 1a, 1b, 1c, 2a, 2b, 2c, 3a, 3b, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 5a, 64, 7a, 7b, 8a, 8b, 9a, 10a y 11a. Ademas, aislados de
individuos consisten en poblaciones heterogéneas aun muy relacionadas de genomas virales, algunas veces
referidos como quasiespecies.

ARNSsi puede administrarse a un paciente mediante inyeccién intravenosa, inyeccion subcutanea, entrega
oral, entrega de liposoma o entrega intranasal. El ARNsi puede después acumulase en un érgano diana del
paciente.

El término paciente, como se usa en el presente documento, se refiere a un animal, preferentemente un
mamifero. Mas preferentemente el paciente puede ser un primate, incluyendo no humanos y humanos. Los términos
sujeto y paciente se usan intercambiablemente en el presente documento.

Los tratamientos concebidos por la invencion actual pueden usarse para sujetos con una infeccion viral pre-
existente, 0 para sujetos predispuestos a una infeccion. Ademas, los métodos de la invencion actual pueden usarse
para corregir o compensar anormalidades celulares o fisioldgicas implicadas al conferir susceptibilidad a infecciones
virales en pacientes y/o para aliviar sintomas de una infeccién viral en pacientes o como una medida preventiva en
pacientes.

El método para tratar un paciente que tiene una infeccion viral implica la administracion de composiciones a
un sujeto. Como se usa en el presente documento, la composicion puede querer decir un compuesto puro, agente o
sustancia o una mezcla de dos 0 mas compuestos, agentes o sustancias. Como se usa en el presente documento,
los términos agentes, sustancia o compuesto pretenden querer decir una proteina, &cido nucleico, carbohidrato,
lipido, polimero o molécula pequefias, tal como un farmaco.

En una realizacion de la invencién actual, la composicion administrada al sujeto es una composicion
farmacéutica. Ademas, la composicion farmacéutica puede administrarse oralmente, nasalmente, parentalmente,
intrasistémicamente, intraperitonealmente, tépicamente (como por gotas o parche transdérmico), bucalmente, o
como un espray oral o nasal. La entrega intranasal de un virus que causa enfermedades de las vias respiratorias
altas, tales como coronavirus o el metapneumovirus, seria un modo de entrega particularmente ventajoso. El término
“parenteral”, como se usa en el presente documento, se refiere a modos de administracién que incluyen inyeccion
intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intraesternal, subcutanea e intraarticular e infusién. Las composiciones
farmacéuticas como las contempladas por la invencion actual pueden incluir un transportador farmacéuticamente
aceptable.

“Transportador farmacéuticamente aceptable” incluyen, aunque no se limita a, un sdlido, semi-solido o
relleno liquido no téxico, diluyente, material encapsulador o auxiliar de formulaciéon de cualquier tipo, tales como
liposomas.

Una composicion farmacéuticamente aceptable de la presente invencidn para inyeccion parenteral puede
comprender soluciones, dispersiones, suspensiones o0 emulsiones estériles farmacéuticamente aceptables acuosas
0 no acuosas asi como polvos estériles para la reconstitucion en soluciones o dispersiones inyectables estériles
justo antes de su uso. Ejemplos de transportadores, diluyentes, disolventes o vehiculos acuosos o no acuosos
adecuados incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, glicol de propileno, glicol de polietileno y similares),
carboximetilcelulosa y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales (tal como aceite de oliva), y éteres
organicos inyectables tales como oleato de etilo. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, por el uso de
materiales de revestimiento tales como lecitina, por el mantenimiento del tamafio requerido de particula en el caso
de dispersiones, y por el uso de surfactantes.

Las composiciones de la presente invencion también pueden contener adyuvantes tales como, aunque sin
limitar a, conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la
accion de microorganismos puede asegurarse mediante la inclusiébn de varios agentes antibacterianos y
antifungales, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, acido sérbico y similares. También puede ser deseable
incluir agentes isoténicos tales como azucares, cloruro sédico y similares. La absorcién prolongada de la forma
farmacéutica inyectable puede provocarse con la inclusién de agentes que retrasan la absorcién tales como
monoestearato de aluminio y gelatina.

En algunos casos, para prolongar el efecto de los farmacos, es deseable reducir la velocidad de la
absorcion de inyeccion subcutanea o intramuscular. Esto puede llevarse a cabo con el uso de una suspension
liguida de material cristalino o amorfo con poca solubilidad en agua. El indice de absorcion del farmaco depende
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después de su indice de disolucion que, a su vez, puede depender del tamafio del cristal y la forma cristalina.
Alternativamente, la absorcion retardada de una forma de farmaco administrado parenteralmente se lleva a cabo
disolviendo o suspendiendo el farmaco en un vehiculo de aceite.

Las formas de deposito inyectable se hacen formando matrices microencapsuladas del farmaco en
polimeros biodegradables tales como polilactido-poliglicélido. Dependiendo de la proporcion del farmaco con el
polimero y la naturaleza del polimero particular empleado, el indice de liberaciéon del farmaco puede controlarse.
Ejemplos de polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las formulaciones inyectables
con depdsito también se preparan atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones que son compatibles con
tejidos corporales.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracién a través de un filtro
retenedor de bacterias, o incorporando agentes esterilizadores en forma de composiciones estériles sélidas que
pueden disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso.

Las formas sélidas de dosis para administracion oral incluyen, aunque no se limitan a, capsulas,
comprimidos, pildoras, polvos y granulos. En tales formas sélidas de dosis, los compuestos activos se mezclan con
al menos un excipiente o transportador farmacéuticamente aceptable tal como citrato sddico o fosfato de dicalcio y/o
a) rellenos o sustancias para preservar tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, y acido silicico, b)
aglutinantes tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y acacia,
¢) humectantes tales como glicerol, d) agentes desintegrantes como agar-agar, carbonato célcico, almidén de patata
0 tapioca, acido alginico, ciertos silicatos y carbonato sédico, e) agentes retardantes de la solucion como parafina, f)
aceleradores de absorcién como compuestos de amonio cuaternario, g) agentes humectantes como, por ejemplo,
alcohol de acetilo y monoestearato de glicerol, h) absorbentes como caolin y arcilla bentonita e i) lubricantes como
talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, glicoles de polietileno solidos, sulfato de lauril de sodio y mezclas
de los mismos. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, la forma de dosis también puede comprender
agentes amortiguadores.

Las composiciones sélidas de un tipo similar también pueden emplearse como rellenos en capsulas de
gelatina rellenas blandas y duras usando excipientes tales como lactosa o azlcar de leche asi como glicoles de
polietileno de alto peso molecular y similares.

Las formas solidas de dosis de comprimidos, cépsulas, pildoras y granulos pueden prepararse con
revestimientos carcasas tale como revestimientos entéricos y otros revestimientos bien conocidos en la técnica de
formulacion farmacéutica. Pueden opcionalmente contener agentes oscurecedores y también pueden ser de una
composicion que liberan el ingrediente o ingredientes activos solamente, o preferentemente, en una cierta parte del
tracto intestinal, opcionalmente, de una manera retardada. Ejemplos de composiciones de incrustacion que pueden
usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras.

Los compuestos activos también pueden estar en forma micro-encapsulada, si es apropiado, con uno o
mas excipientes de los anteriormente mencionados.

Las formas liquidas de dosis para administracion oral incluyen, aunque no se limitan a, emulsiones,
soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los compuestos activos, las
formas liquidas de dosis pueden contener diluyentes inertes cominmente usados en la técnica tales como, por
ejemplo, agua y otros disolventes, agentes solubilizadores y emulsionantes tales como alcohol de etilo, alcohol de
isopropilo, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol de bencilo, benzoato de bencilo, glicol de propileno, 1,3-glicol
de butileno, dimetilformamida, aceites (en particular de aceites de semilla de algodén, cacahuete, maiz, germen,
oliva, castor y de sésamo), glicerol, alcohol de tetrahidrofurfuril, glicoles de polietileno y ésteres de acido graso y
mezclas de los mismos.

Ademas de diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes tales como
agentes humectantes, agentes emulsionantes y suspensores, agentes endulzantes, saborizantes y aromatizantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes suspensores como, por
ejemplo, alcoholes de isoestearilo etoxilados, sorbitol de polioxietileno y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina,
metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Alternativamente, la composicion puede presurizarse y contener un gas comprimido, tal como nitrogeno o
propulsor de gas licuado. El medio propulsor licuado y de hecho la composicion total es preferentemente tal que los
ingredientes activos no se disuelven en la misma hasta ninguna extension sustancial. La composicion presurizada
puede también contener un agentes activo de superficie. El agente activo de superficie puede ser un agente activo
de superficie no-ionica liquido o sélido o puede ser un agentes activo de superficie anidnica sélido. Es preferentes
usar el agente activo de superficie anidnica sélido en forma de un a sal de sodio.
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Las composiciones de la presente invencién pueden administrarse en forma de liposomas. Como se conoce
en la técnica, los liposomas se derivan generalmente de fosfolipidos u otras sustancias lipidas. Los liposomas estar
formados por cristales liquidos hidratados mono o multi-lamelares que se dispersan en un medio acuoso. Puede
usarse cualquier liquido no téxico, fisiologicamente aceptable y metabolizable capaz de formar liposomas. Las
presentes composiciones en forma de liposoma pueden contener, ademas de los compuestos de la invencion,
estabilizantes, conservadores, excipientes, y similares. Los lipidos preferentes son los fosfolipidos y las
fosfatidilcolinas (lecitinas), tanto naturales como sintéticas. Los métodos para formar liposomas son conocidos en la
técnica (véase, por ejemplo, Prescott, Ed., Meth. Cell Biol. 14:33 et seq (1976)).

Un experto en la técnica apreciara que las cantidades efectivas de los agentes de la invencién pueden
determinarse empiricamente y pueden emplearse en forma pura o, donde existan tales formas, en forma de sal,
éster o profarmaco farmacéuticamente aceptable. Una cantidad “terapéuticamente efectiva” de las composiciones
inventivas pueden determinarse mediante la prevencion o mejora de condicibnese o sintomas adversos de
enfermedades, lesiones o trastornos a ser tratados. Los agentes pueden administrase a un sujeto, que necesite el
tratamiento de infeccién viral, como composiciones farmacéuticas en combinacién con uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables. Se entendera que, cuando se administra a un paciente humano, el médico que
atienda decidira el uso total diario de los agentes o composicién de la presente invencion dentro del alcance del
criterio médico sensato. El nivel de dosis especifico terapéuticamente efectivo para un paciente particular dependera
de una variedad de factores: el tipo y grado de la respuesta celular y fisiol6gica a conseguir; actividad del agentes o
composicion especificos empleados; los agentes o composicion especificos empleados; la edad, peso corporal,
salud general, sexo y dieta del paciente; el momento de administracion, ruta de administracion, e indice de excrecion
del agentes; la duracion del tratamiento; farmacos usados en combinacién o coincidentes con el agente especifico; y
factores similares bien conocidos en las técnicas médicas. Por ejemplo, es bien conocido por los expertos en la
técnica comenzar con dosis de los agentes a niveles inferiores a los requeridos para conseguir el efecto terapéutico
deseado y gradualmente aumentar las dosis hasta que se consiga el efecto deseado.

La dosificacion también puede disponerse en una manera especifica para el paciente para proporcionar una
concentracion predeterminada de los agentes en la sangre, como los determinan las técnicas aceptadas y la rutina
en la técnica. De este modo, la dosificacién para el paciente puede ajustarse para conseguir niveles regulares de
sangre en curso, como lo mide HPLC, en el orden de desde 50 a 1000 ng/ml.

Varias medicaciones pueden reducir los niveles de colesterol en sangre. Estas medicaciones o farmacos
incluyen, por ejemplo, estatinas, resinas y acido nicotinico (niacina), gemfibrozilo y clofibrato. Clofibrato (Atromid-S)
eleva los niveles de colesterol HDL y reduce los niveles de triglicérido. Gemfibrozilo (Lopid) reduce las grasas en
sangre y eleva los niveles de colesterol HDL.

El acido nicotinico trabaja en el higado y se usa para reducir los triglicéridos y el colesterol LDL, y elevar el
colesterol HDL (“bueno”). Las resinas promueven la mayor eliminacion de colesterol. Las medicaciones en esta clase
incluyen: Colestiramina (Questran, Prevalite, Lo-Cholest); Colestipol (Colestid); y Colesevelam (WelChol).

Los farmacos de estatina son muy efectivos para reducir los niveles de colesterol LDL (“malo”), tienen
pocos efectos secundarios inmediatos a corto plazo y son un farmaco preferente reductor de colesterol para su uso
en los métodos de la presente invencion. Las estatinas incluyen: Atorvastatina (Lipitor); Fluvastatina (Lescol);
Lovastatina (Mevacor); Pravastatina (Pravachol); Calcio de Rosuvastatina (Crestor); y Simvastatina (Zocor). (Véase
también “Reduccion del colesterol con farmacos de estatina, riesgo de apoplejia y mortalidad total. Un resumen de
ensayos aleatorizados”; Herbert PR, Gaziano JM, Chan KS, Hennekens, CH. JAMA (1997) Nov. 26; 278(20):1660-1.

HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-conenzima A) reductasa (HMGR) cataliza la etapa cometida en la
biosintesis de colesterol. Las estatinas son inhibidoras de HMGR con valores constantes de inhibicion en el rango
nanomolar que efectivamente reducen los niveles de colesterol en suero y se pre-escriben cominmente en el
tratamiento de hipercolesterolemia. Los farmacos de estatina aumentan la expresion de receptores de LDL sobre la
superficie de hepatocitos del higado. Como consecuencia del aumento en la expresion del receptor LDL, el nivel de
colesterol se reduce en plasma. De este modo, al administrar un farmaco reductor de colesterol, el nivel de colesterol
conflictivo en plasma se reduce y el nivel de receptores de LDL para enlazar con colesterol-ARNsi en el higado
aumentan. La invencion proporciona de este modo un método para la mayor ingesta de ARNsi etiquetado con
colesterol donde el ARNsi se administra en conjunto con un farmaco reductor de colesterol que aumenta la
expresion del receptor LDL por lo que el nivel de colesterol conflictivo en el suero se reduce, permitiendo una ingesta
mas eficiente de ARNsi etiquetado con colesterol por hepatocitos. El farmaco reductor de colesterol puede
administrarse antes, con o después de la administracion del colesterol-ARNSsi.

EJEMPLOS
Los ejemplos demuestran que ARNSsi, incluyendo ARNsi modificado, puede inhibir de manera efectiva la
réplica viral en células mamiferas. Ademas, los ejemplos muestran que los ARNSsis inventivos promueven la

degradacion de ARN de VHC en céulas del higado humano y establecen que los hepatocitos poseen los
componentes funcionales necesarios ARNsi modificado inducido silenciador. Los ejemplos también demuestran que
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la tecnologia de ARNSsi puede usarse como una terapia para inhibir la réplica de VHC en células huéspedes. Los
inventores, al presentar los siguientes ejemplos, no pretenden limitar el alcance de la invencién reivindicada.

EJEMPLO 1

Para analizar si ARNsi dirigido al genoma de VHC confiere inmunidad intracelular contra este patégeno
humano, se usé un sistema de cultivo celular de VHC recientemente desarrollado en la linea celular del hepatoma
humano, Huh-7. Una de las lineas celulares, 5-2 alberga ARN de VHC subgendémico replicante autbnomamente
(Bartenschlager, J. Virol, 2001). El replicon subgenémico lleva el gen de luciferasa de luciérnaga, permitiendo un
ensayo de funcion del reportero como una medida de réplica de ARN VHC (Fig. 5). Debido a las mutaciones
adaptivas del cultivo celular introducidas en el genoma (Bart), estas células 5-2 replican ARN de VHC en niveles de
hasta 5 x 10* virus particula/célula.

Usando la transcripcion T7, se hicieron varias duplicaciones de 21-bps ARNSsi contra diferentes regiones de
5'-UTR del genoma de VHC (Fig. 5). En resumen, se generaron 2 moléculas oligo de ADN de doble cadena que
comprendian el promotor T7 y 5-UTr de VHC orientado a la direccion sentido o direccion antisentido. Cada ADN
oligo se transcribié después in vitro para producir ARN (+) y (-) y después se trat6 con ADNasa | para retirar la
plantilla de ADN. Las dos cadenas de ARN se dejaron templar a 37 °C durante la noche, generando ARNdc.
Después de tratar el ARNdc con ARNasa T1 para retirar especies de ARNss que no reaccionaron, el ARNdc se
purifico para transfeccion.

Se disefiaron varias otras duplicaciones de ARNSi, incluyendo GL2 y GL3, que se dirigieron contra los
genes de luciferasa de la mosca de la fruta y pensamiento del mar, respectivamente. Usando técnicas estandares de
transfeccion, los ARNSsis se transfectaron a células 5-2 y se midi6 la actividad de luciferasa para determinar el efecto
de ARNSsis en réplica de VHC. La actividad de luciferasa se midié 48 horas después de la transfeccion. En células
donde se transfecté ARNSsi5, hubo una actividad reducida de luciferasa de hasta el 85%, en una manera sensible a
la dosis (Fig. 6). La inhibicién de actividad de luciferasa no se vio en células que se transfectaron con ARNsi (SIN)
irrelevante. La secuencia de SIN se tomé de promotor de transcripcion de virus sindbis (Fig. 1).

EJEMPLO 2

La especificidad de secuencia de la respuesta de ARNsi5 se analizO ademas usando duplicaciones
adicionales de ARNsi, GL2 y GL3. La Figura 1 muestra que GL2 y GI2 difieren entre si por 3 nucleétidos. La
actividad de luciferasa se redujo un 90% en células transfectadas con ARNsi5 o GL2, pero no se vio una reduccion
significativa en células transfectadas con GL3 (Fig. 7). En ensayo de luciferasa se realizé usando un sistema de
ensayo de luciferasa disponible en Promega Corp. (Madison, WI), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

EJEMPLO 3

Ya fuera ARNsi5 toxico o no también se analizo para células transfectadas. La toxicidad se midié usando un
ensayo de actividad de ATPasa. La Figura 8 muestra que la reduccion inducida por ARNSsi5 en réplica de VHC, como
se ve en la Figura 6, no fue debido a la toxicidad celular que se atribuyd a ARNi especifico de no secuencia. Los
niveles de ATPasa se analizaron usando un kit de ensayo de ATPasa de Promega (Madison, WI) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

EJEMPLO 4

El replicon de VHC de longitud completa puede poseer la habilidad para adaptar y suprimir ARNi,
replicando de este modo en lugar de la presencia de ARNsi, como lo documenta Li, H, Science 296:1319-1321
(2002). Para determinar los efectos de ARNsi5 en la réplica de ARN VHC de longitud completa en células Huh-7, de
la linea celular 21-5, que alberga el replicén de VHC seleccionable de longitud completa, se trataron con ARNSsI5.
Los niveles de ARN VHC se midieron mediante PCR cuantitativo usando TagMan™ (F. Hoffman La-Roche, Suiza).
Los resultados como los vistos en la Figura 9 muestra que el silenciamiento dirigido a ARNsi redujo la produccién de
ARN viral en estado estacionario, incluso en el escenario de un mutante de VHC adaptado, donde la réplica de ARN
fue muy alta. Los resultados de ambos replicones de VHC subgendémicos y de longitud completa sugieren que
ninguna de las proteinas de VHC puede suprimir la interferencia de ARN.

EJEMPLO 5

Ya fuera ARNsiI5 toxico o no también se analizé para células transfectadas. Especificamente, ARNm que
codificaba GAPDH, una enzima esencial en glicolisis, se midié en células Huh 5-2 transfectadas con ARNSsI5, o
ARNSsi especifico hacia la secuencia GAPDH. La Figura 10 demuestra que ARNSsi5 no afectd a los niveles de ARN
de GAPDH. GAPDH se midié usando un kit de ARN TagMan™ (F. Hoffman La-Roche, Suiza) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.
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EJEMPLO 6

Para analizar la efectividad de ARNsi5 en la inhibiciéon de la habilidad de VHC para replicar en un higado
infectado, partes del higado infectado por VHC se sometieron a xenoinjerto en ratones inmunodeficientes
combinados severos transgénicos (SCID) de acuerdo con métodos bien conocidos para el técnico cualificado.

En resumen, una vez que el higado infectado por VHC suplanta el higado de un ratén, ARNsi5 encapsulado
en liposoma, o liposomas de control se administran mediante inyeccion intravenosa a los ratones a través de la vena
de la cola, u otra vena accesible. A los ratones se les suministra dosis una vez al dia durante 3-10 dias.

Al final del régimen de dosis los ratones se sacrifican y la sangre se recoge y los higados se extraen. El
higado se divide en partes de tal manera que una parte se congela usando nitrégeno liquido, una parte se fija a la
incrustacion de parafina y una parte se fija para seccionar en portaobjetos.

Usando la parcela apropiada, ARN de VHC se cuantifica usando el kit de ensayo de ARN TagMan™
previamente utilizado en el presente documento para determinar los niveles de ARN de VHC en las células del
higado. Ademas, los titulos de anticuerpo anti-VHC pueden medirse en las muestras de sangre recogida, junto con
los niveles de suero ALT.

EJEMPLO 7

Para evaluara la eficacia de ARNsi5 en la inhibicién de la habilidad de VHC para infectar un higado sano,
partes de higado humano normal se sometieron a xenoinjerto en ratones inmunodeficientes combinados severos
transgénicos (SCID) de acuerdo con métodos bien conocidos para el técnico cualificado.

En resumen, una vez que el higado sano suplanta el higado de un ratén, ARNsi5 encapsulado en liposoma,
o liposomas de control se administran mediante inyeccién intravenosa a los ratones a través de la vena de la cola, u
otra vena accesible. A los ratones se les suministra dosis una vez al dia durante 3-10 dias. Después del régimen de
pre-dosis, VHC activo se inyecta después intravenosamente, o0 a través de inyeccion hepatica, en los ratones.

Aproximadamente a las 6, 12, 18, 24 horas, y periédicamente hasta aproximadamente 5 dias después de
gue los ratones hayan sido infectados con VHC, los ratones se sacrifican y la sangre se recoge y los higados se
extraen. El higado se divide en partes de tal manera que una parte se congela usando nitrégeno liquido, una parte
se fija a la incrustacion de parafina y una parte se fija para seccionar en portaobjetos.

Usando la parcela apropiada, ARN de VHC se cuantifica usando el kit de ensayo de ARN TagMan™
previamente utilizado en el presente documento para determinar los niveles de ARN de VHC en las células del
higado. Ademas, los titulos de anticuerpo anti-VHC pueden medirse en las muestras de sangre recogida, junto con
los niveles de suero ALT.

EJEMPLO 8

ARNsi modificado puede prepararse mediante sintesis quimica. En una realizacién cada C y U dentro de
un duplicado ARNSsi, por ejemplo, GL2, puede sustituirse por 2’-F-U y 2'F-C. Para producir ARNsi con salientes en el
extremo 3’ que comprenden 2’-F-U y 2’F-C, puede usarse un soporte universal. Partiendo selectivamente el oligo del
soporte, un médico puede asegurar que los residuos de los salientes comprenden nucleétidos modificados.
Alternativamente, los nucledétidos que comprenden el saliente del extremo 3’ puede ser dTdT no modificado.

Los oligonucledtidos de ARN 2’-F pueden sintetizarse en un sintetizador Applied Biosystems 8909 o 8905
ADN/ARN usando el protocolo estandar de quimica de ARN de fosforamidita beta-cianoetilo de 1 pmol. Los
monomeros y columnas de ARN fosforamidita de Pac-A, 2’-F-Ac-C, iPr-Pac-G, 2’-F-7, y U-ANN CPG pueden
obtenerse en Glen Research (Sterling, VA). (Véanse catalogos nimeros 1°-3000-05, 10-3415-02, 10-3021-05, 10-
3430-02 y 20-3430-41E, respectivamente). El reagente sulfurizante de la investigacion de Glen (catdlogo niumeros
40-4036-10) puede usarse como un antioxidante para obtener un Unico eje central de fosforotioato entre el 3' CPG y
una base posterior. Para conseguir el enlace, la etapa de oxidacién del protocolo estandar de ARN 1 umol se
sustituyd por el protocolo estandar de tioato 1 pmol. Colesteril-TEG fosforamidita (Glen Research, catadlogo nimero
10-1975-90) y colesteri-TEG CPG (Glen Research, catadlogo ndmero 20-2975-41E) pueden incorporarse a los
extremos 5’ y 3’ de uno o mas oligorribonucleétidos. Después de la sintesis, los 2’-F ARNs se parten y desprotegen
con 1:1 hidroxido de amonio/metilamina, y los grupos silil se retiran con trihidroflururo de trietilamina usando
protocolos estandares. Véase, por ejemplo, http://www.glenres.com/productfiles/technical/tb_rnadeprotection-pdf.
Los oligorribonucleétidos se desalan después en columnas Sephadex G25 (Pharmacia NAP 25, catalogo nimero 17-
08252-02) con agua esterilizada y se purifican usando protocolos estandares de electroforesis de gel. Los ARNSsis
modificados también pueden obtenerse de vendedores comerciales tales como Dharmacon (Lafayette, CO).

Alternativamente, ARNsi modificado puede prepararse mediante transcripcion usando el Kit de
Transcripcion Durascribe™ T7 comprado en Epicentre Technologies (Madison, WI).
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Los ARNsis modificados (ARNdc) hechos mediante estos métodos contienen fosfodiéster unido a
oligonucleétidos. Los métodos estandares para hacer ARNs de Unica cadena modificados, tales como moléculas
antisentido, son utiles para hacer ARNsis modificados, ya que ARNs de Gnica cadena modificados pueden templarse
juntos para formar ARNs de doble cadena. Tales métodos estandares incluyen, aunque no se limitan a, aquellos
descritos en Chiang et al., J. Biol. Chem. 266, 18162-18171 (1991); Baker et al., J. Biol. Chem. 272, 11994-12000
(1997); Kawasaki et al., J. Med. Chem. 36, 831-841 (1993); Monia et al., J. Biol. Chem. 268, 14514-14522 (1993).

EJEMPLO 9

Para analizar si ARNSsi dirigido al genoma de VHC confiere inmunidad intracelular contra este patégeno
humano, se usé un sistema de cultivo celular de VHC recientemente desarrollado en linea celular de hepatoma
humano, Huh-7. Una de estas lineas celulares, 5-2, alberga ARN de VHC subgenoémico replicante autbnomamente
(Bartenschlager, J. Virol, 2001). El replicon subgendmico lleva el gen de luciferasa de luciérnaga, permitiendo un
ensayo de funcién del reportero como una medida de réplica de ARN de VHC. Debido a las mutaciones adaPtivas
del cultivo celular introducidas en el genoma, las células 5-2 replican ARN de VHC en niveles de hasta 5 x 10" virus
particula/célula.

Usando la transcripcion T7, se hicieron varias duplicaciones de 21-bps ARNSsi contra diferentes regiones de
5-UTR del genoma de VHC. En resumen, se generaron 2 moléculas oligo de ADN de doble cadena que
comprendian el promotor T7 y 5’-UTr de VHC orientado a la direccién sentido o direccion antisentido. Cada ADN
oligo se transcribio después in vitro para producir ARN (+) y (-) y después se traté con ADNasa | para retirar la
plantila de ADN. Las dos cadenas de ARN se dejaron templar a 37 °C durante la noche, generando ARNdc.
Después de tratar el ARNdc con ARNasa T1 para retirar especies de ARNss que no reaccionaron, el ARNdc se
purificé para transfeccion.

Mas abajo se proporcionan dos ARNsis modificados ejemplares:

Chol-GLZ  Chol-CGUACGCGGAAUACUUCGAUU
UUGCAUGCGCCUUAUGAAGCU

GL2 CGUACGCGGAAUACUUCGAUU
UUGCAUGCGCCUUAUGAAGCUY

Cada C y U en ARNsi GL2, dirigido contra el gen de luciferasa de la mosca de la fruta, se sustituyé por 2’-F-
Uy 2°F-C. Los ARNsis modificados se transfectaron a células 5-2 usando técnicas estandares de transfeccion de
liposomas. Especificamente, los ARNsis modificados se incubaron durante 4 horas a 37 °C en una suspension
celular de 250 pl que contenia 0,5 pl de Oligofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA), durante 20 horas en medio de
cultivo que contenia 375 pl, y durante 24 horas a 37 °C en medio fresco sin complejo liposoma-ARNSsi. La actividad
de luciferasa se midi6 48 horas después de la transfeccion para determinar el efecto de los ARNsis modificados en
la réplica de VHC.

La Figura 11 muestra que GL2 redujo la actividad de luciferasa en concentraciones crecientes. La actividad
de luciferasa se redujo un 90% en células transfectadas con 2’-F-GL2, pero no se vio una reduccion significativa en
células transfectadas de imitacién o con un control (2'-F-GFP = proteina verde fluorescente). En ensayo de
luciferasa se realiz6 usando un sistema de ensayo de Luciferasa disponible en Promega Corp. (Madison, WI), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El ARNsi Col-GL2 comprende un grupo colesteril en uno de los extremos 5. Las células 5-2 se incubaron
con varias concentraciones de Col-GI2 en ausencia de liposomas. Las células se cosecharon 48 horas después y se
analizaron para la actividad de luciferasa. La Figura 12 muestra que Col-GL2 inhibié la actividad del gen de
luciferasa en una manera dependiente de dosis. InvA se refiere a col-GL2 en secuencia invertida.

EJEMPLO 10

Para comprobar la estabilidad de ARNsi 2’ quimicamente modificado en comparacién con ARNSsi no
modificado (ARNSi), se realiz6 el siguiente experimento. Se afiadieron cuatro nanogramos de ARNsi a un volumen
de 20 pl de 80% suero humano de un donante sano. La mezcla se incuba a 37 °C durante varios momentos que
oscilan entre 1 minuto y 10 dias. Los resultados se representan en calles 2-10 de la Figura 13. Se realiza el mismo
proceso para ARNsi modificado con 2’-flior (2’-F ARNsi) también y los resultados se muestran en las calles 11-20 y
22-25 de la Figura 3. Cuando el proceso de incubacidon se acaba, las mezclas se colocan en hielo y después
inmediatamente se separan por PAGE junto con un control 32P-ARNsi (Véase calles 1, 11 y 21 de la Figura 13). Los
datos muestran que ARNsi modificado 2’ es estable durante un periodo de 10 dias en comparacién con ARNsi no
modificado.
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EJEMPLO 11

Para demostrar la produccién de ARNsi modificado de ARNdc largo, se incubaron cinco nanogramos de
ARN(dc fluorizado de 1000-bp de longitud (Figura 14, panel (A)) se incubaron durante la noche con 15 unidades de
Dicer humano a 37 °C. Los ARNSsis troceados se purificaron usando una columna Sephadex G-25 y se sometieron a
electroforesis en 20% PAGE (Figura 14, panel (B)). La Figura 4 muestra que el dicer humano recombinante convierte
de manera efectiva ARNdc-fluorizado en 2'F-ARNSsi.

EJEMPLO 12

Para analizar méas si ARNSsi dirigido al genoma de VHC confiere inmunidad intracelular contra este patégeno
humano, se empled el ensayo descrito en el Ejemplo 1 para analizar ARNsiC1, ARNsiC2, ARNsi5B1, ARNsi5B2 y
ARNSsi5B4, mostrandose cada uno de ellos en la Figura 2. Cada ARNsi se analizd en concentraciones de 1 nM,
10nM y 100 nM. Como se muestra en la Figura 15, cada uno de los ARNsis inhibi6 de manera significativa la
actividad de luciferasa en una manera dependiente de dosis. ARNsiC2 mostr6 una particular efectividad.

EJEMPLO 13

Como un seguimiento a los experimentos presentados en el Ejemplo 9, se realizaron ensayos para
demostrar que la modificacién de colesterol, y no la modificacion de fldor se dirigi6 moléculas de ARNSsi a células del
higado Huh-7. Las células Huh-7 se incubaron con varias concentraciones de dos tipos de ARNsis Col-GL2: uno que
tenia la modificacion 2’-flior y el otro que carecia de tal modificacion. Los resultados, mostrados en la Figura 16
demuestran que la entrega de molécula de ARNsi modificadas con colesterol a células del higado se debe al
colesterol, y no a otras modificaciones.

EJEMPLO 14

ARNSsi se modifico para incluir pirimidinas 2-Fldor en lugar de todas la pirimidinas (2’-F-ARNsi). Este 2'-F-
ARNSsi se modifico ademas para incluir una secuencia “TT” de deoxinucledtidos de dos bases afiadida a los
extremos 3’ de la molécula en lugar de los salientes “UU” de ribonucleétido presentes en 2-F-ARNSsi (2’-F-ARNSsi 3’-
X). La Figura 17 demuestra que la modificacion adicional del ARNsi 2’ fluorizado para incluir una terminal 3”’dTdT”
dio como resultado un aumento significativo en la estabilidad del ARNsi en suero humano.
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REIVINDICACIONES

1. Un ARN de doble cadena modificado (ARNdc) o ARN corto de interferencia (ARNSsi) que interactia con una
secuencia diana de ribonucleétido de virus de hepatitis C (VHC), virus de hepatitis A, virus de hepatitis B, virus de
hepatitis D o virus de hepatitis E, donde dicho ARNdc o ARNsi se une al colesterol, en conjunto con un farmaco
reductor de colesterol que es una estatina, resina, gemfibrozilo o clofibrato, para su uso en un método terapéutico
para inactivar el virus.

2. El ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 1, donde dicho ARNdc modificado o
ARNsi modificado e 2’ modificado.

3. El ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacién 1, donde dicha modificacion se selecciona
del grupo consistente en modificacion fluoro-, metil-, metoxietil- y propil-.

4. EI ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 1, donde dicha modificacion fluoro- es una
modificacion 2’-fluoro- o una modificacion 2’,2’-fluoro.

5. El ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 1, donde al menos una pirimidina de dicho
ARNdc o ARNSsi se madifica, y dicha pirimidina es citosina, un derivado de citosina, uracil o un derivado de uracil.

6. EI ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 1, donde dicho ARNdc o ARNSi
comprende una secuencia “TT” de deoxinucleotido de dos bases en su extremo 3'.

7. El ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 1, donde dicho ARNSsi se prepara:

(a) identificando una secuencia diana de nucleétido en un genoma de virus para disefiar un ARN corto de
interferencia (ARNSsI), y
(b) producir un ARNsi que se ha modificado para contener al menso un nucleétido modificado.

8. El ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 7, donde dicha secuencia diana de
nucleotido se selecciona del grupo consistente en region no trasladada 5’ (5’-UTR), region no trasladada 3’ (3'-UTR),
nucleo y helicasa NS3 de VHC.

9. El ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 8, donde dicho ARNsi es ARNsi5, como
se representa en la figura 1, o ARNsiC1, ARNsiC2, ARNsi5B1, ARNsi5B2 o ARNsi5B4, como se representa en la
figura 2.

10. EI ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 1, donde dicho ARNsi consiste en
aproximadamente de 10 a aproximadamente 30 ribonucledtidos.

11. El ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacién 10, donde dicho ARNsi modificado es un
ARNSsi modificado 2.

12. EI ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 11, donde dicha modificacién se
selecciona del grupo consistente en modificacion fluoro-, metil-, metoxietil- y propil-.

13. El ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 12, donde dicha modificacién fluoro- es
una modificacion 2’-fluoro- o una modificacion 2’,2’-fluoro.

14. EI ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 13, donde al menos una pirimidina de
dicho ARNsi se modifica, y dicha pirimidina es citosina, un derivado de citosina, uracil o un derivado de uracil.

15. El ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacién 10, donde dicho ARNsi comprende una
secuencia “TT” de deoxinucledtido de dos bases en su extremo 3'.

16. EI ARN modificado y farmaco reductor de colesterol de la reivindicacion 10, donde ambas cadenas de dicho
ARNSsi contienen al menos un nucleétido modificado.
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LA REGION DONDE SE DISENARON ARNsis ESTA EN UNA CAJA. LA SECUENCIA DEL ARNSsi 21-bp SE MUESTRA MAS
ABAJO.
286 304
siRNA; 5’ -GUACUGCCUGAUAGGGUGCUY
UUCAUGACGGACUAUCCCACG- 5
gLz 5’ -CGUACGCGGAAUACUUCGATU
, UUGCAUGCGCCUUAUGARGCT -5
GL3 3! -CUUACGCUGAGUACUUCGAUU
UUGAATIGCGACUCAUGARGCU- -5 ! FIG. 1

SIN 5 - AUCUCUACGGUGGUCCUAAUY
~ UUUAGAGAUGCCACCAGGATY--5 ¢
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1 ttattaggtt tttacctacc
61 ctctaaacga actttaaaat
121 gcaqtataaa caataataaa
181 tetgcagact gcttacggtt
241 gtccgggtgt accgaaagg
301 cacg ccaac tcagittgcce
361 gactctgtgg aagaggecct
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caggaaaagc caaccaacct
ctgtgtagct gtcgetcegge
Ltitactgte gttgacaaga
tegtecgtgt tgcagtegat
taagatqggag agccttgtte
tgtcecticag gttagagacg
atcggaggca cgtgaacace

421 TtagtagagC tgdaaaaagg
481 cqtfctgatg ccttaagcac
541 gacggcattc agtacggtcg
601 gaaaccccaa tlgcataccg caatgttctt

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701

ggtcatagect
cceattgaag
ctcac%cgt
ccagatggg
tgcgctggtt
gaccatgagce
acacecttcg
tttgtgtttc
actgagggtt
aacaatatge
acgtgcgact
g acctacta
gtcaagacce
attgaaacte
tatgttgget
teaggccata
atactgagtc g
gttgecatca
agtcttgatt
aagggaaagc
ctgtgtggtt
gatgcagcaa
atttctgaac a
aacagtgtca
ttgtctaate
gcgaaactta
attacaggtg
gattgtgtaa
gtcactatcg ¢
agcaagggac t
cttaaggcac
tctga agg
ttcacaaalg
attaag gaca
tttegettaa

atggcatcga
atgatgaaca
agctcaatag
accctettga
ccgaacaact
atgaaattge ¢
aaattaagag
ctcgtaactc
tcatggggcg
acttgterac
ttctgaaage
catgtggg
cagaga
gactccgcaa
gctataataa
ctggeattac

Eaacgtgt

acaaggcttt
ccgtaaaagg
ttcecteaca
accactcaat

tcattacg
ttattatgge
ttttgggcac
gtgcaggagt
ttfttgacat
aatgcttcat

ggcgcaaa gt it
atac caaggage
gacctttctt gga gg g

ttaccgtca
Caaaagaaqgt
ttgttctcaa
gagctat
aagaacaa a
aaggaggtgc

cgtactgece
caatcacggc
tageggta

tctaqagtct
aaactggaac
aggtgcagte
ttgcatcaaa
tgattacate
ggtteact
tgccaagaaa
daaagtcaaa g
tatacgetet
cttgatgaaa
cacttgtgaa
a cetacctact
acctgagcat
9ggaggtagg
gcgtgectac
tggtgacaat
taacattaac
tttctectgct
caagaccatt
tgcttggaac
gct gctg gt
tcct att
tcttgtcgac
atatgtaact
tactgttgaa
tgga ttcte
cgtcaagg
tgatgtgggt
ttgtgatca

gaacggtqgaa
cggcacacca
gegcattg

gagettgaac a
cacaagqtcg
acactgggag
cttcgtaaga
tatgacttag
actaagcatg
actegctatg
gattttcteg
gagtcgaaga
agegetetyg
%ttggcactt
tcattcaac
gtgtaccctg
taatcatt
cattgtggca
aatgctgtag
agtgttgea
actagatgt
tgggttcctce
gtggagacct
attgttggeg
tctacaagt
gttgagtce
attggacaac
gttatcagat
caaagagcag
gccagggttt
ggtggtctig
aaactcaggc
aaggatgctt
caaatacaqg
aacaaggcac
ctcaacttag g

t
ctc dagcac
g ?gtgtaa
ctectggtt

cgatctettg
tgcatgecta
aacgagtaac
catcagcata
ttggtgtcaa
tgctagtgcg
tcaaaaatgg
ccetatgt
ttgagetqgt
tactegtgce
acggtaataa
tgtacgaget t
gcagtagtgc a
tcgacaacaa
€acgcgegag
gaggtgtgg
ataagagcta
tcaaaggg
cacgtgttga
ttgc% ctcg
gegatgaaq
ctgaaaattt
tgaaaatgcc a
attatcacga
ttggaggctyg
gtgctagt c
c aat
attttca t
ccebttattga
gcggtaacta
agagatcagt
caatttttgc
ctgtcaccat
atacttcaga
tacaacagac
ctatctttga
gggagattct
tcgttcaga
tcgaaatg g
tgaagtct
agctgcaact
cacatgacac
tegagacgee
atg ccteat
tactggctac

accaattaaa ggtgtaacet ttggagaaga
2761 gaagttcaag gttacaagaa tgtgagaatc acatttgage ttgatgaacyg tgttgacaaa

FIG. 3A
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tagatctgtt
gtgcacctac
tegteectet
cctaggtttc
cgagaaaaca
tggctteg E
cacttgtgg
gttcattaaa
tgcagaaatg
acatgtgggc
gggagccggt

gcact gat

cteegtgaa

tttctgtggc
caagtcaa
ctgctgccgc
cgagcaccag
atgcccaaag
aaagaaaa g
aca agtg
ttca

gtta gaa

gtcetgee
ccactcaadc
tgtgtttgee
tgatattgge
a téteettgag
gaatgaagag
cactataaag
taaagttacc
tttaacacca
gcgeacactt
acttgatggt
cctgctcacc
tEc cggtgg
atggattga
caggtttgtg
taacatcaag
cattgatcaa
catcgctcaa
actcatgect
agtacttace
cgttgatage
getettagag
aaacaatgtc’
tactgtitgy
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2821 gtgcttaatg aaaagtgcte

2881
2%41
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
366l g
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141 t
4201 t
4261
4321
4381
4441

4501

4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
51021
5161
5221
5281
5341
5401
3461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121

gcatgtgt;g
aacatgggta
ggtgaagaaa
gaggacgatg
acagaggatg
gttgaggaag
¢cagaaccag
actgacaatg
atggtgattyg
ctcaacaagg
gEccctctta
C gcatgttg
tatgaaaat
?t gctaaac
attgcagtca
aagcctagag
gaggagaaa
gatgaggtta
gctgatatca
EctEtecttg
acttgtgttg
gaagaaa
atacacttg
ccttecagaag
gaaatgcttg
gccataatyg
gactatggt
aagctgaac
ttCaatcttg
gtatcatcac
ctgaggagc
tcaggacagce
cacactctgg a
ctaaagagtc
aacactaatc
ccaacatact
aagactttcet
ca actcttg
g gaaatttc
t gtctagtg
caagaggct
gcttacagta
ctacagcatg
Egtcagaaaa
atgataatc
tatctagtac
ttacagcaag
tacactcata
atgtcagagt
accatcaagc ¢
ttggatggat a
ccaactcaac
aaatttgctg
cctgteacat
tcagcgagtt

tagcagagge
ttgatcttga
actttteate

cagagtgtga gg

attatcaagg
aagaagagga
aacctacace
ttgccattaa
taaatgetgc
caaccaatgg
cagtaggagqg
ttggacctaa
tcaattcaca
cactteagtc
atgacaaagc
tggaagcacc
ctgtcgtaca

ccacaacact gg

atggtaaget
agaaggatgc
taatacccte
g tgecagttga
aggaagctaa
cacctaatgce
ckecatgetga
caaccatcca
tccgattett
ctctaaatga
aagaggctqge
cagatgctgt
actttgraga
gtacagagtt
gccccgt
tcttatecect
tceacacaca
g gatggtgc
t gtactacc
atgagagttt
ctcaagttgg
ttttattage
attatagagc
ataaaactgt
ctaatttgga
ctactacctt
ttaagacagg
aacaagagtc t
tacactcte
aactgctaa
acaaa gacc
t? cgta
tfataaaaa
cattaccaaa
atgatttaaa
tctteccaga
Lcaagaaagg

tgtctacact gttgaatceg
tgtt tgaa actctacaac
t ag tgg %tagctacat
acgta tat tgtbcctttt
aagaagaa attgatgaaa
tctecctetyg gaatttggtg
agactggctg gatgatacta
tgaagaacca gttaatcagt
atgtgttgac atcgttaag
taacatacac ctgaaacat
tgecatgcaa aaggagagt
gtettgtttg cttictggac
cctaaatgca ggtgaggaca
ggacatctta cttgcaccat
Cttacaagtg tgcgtg aga
tetttatgag caggttgtca
taaacaagag gagccaccaa
gaagcetgte ga gtgaa gc
gaagaaact aagtttctta
ttaccatgat tctcagaaca
accttacatyg gtaggtgatg
caaaaaqqct ggtggcacta
tgagtatata accacgtacc ¢
actgctcett aagaaatgea a
aaggaagag attctaggaa
agagacaaga aaattaatg
acgtaagtat aaaggaatta
cttttatact agtaaagagc
geegettgte acaatgocaa
gegctgtatg cgttetctta
tactacatat aatggatacec
aacagtttct ttggetgget
aggtgttgaa tttcttaag
cgagtttcat cttgacggtyg
gggaggtt aagactataa
gc t atgtctatga
atgt aca aaaattaaac
ta tg at gac acactacgta g
tc tggtagg tacatgtctg ¢
tggtttaact tcaattaaat g
ac tcaaca% cttgaagtca
cegtgetg gatgctgcta
g gcgagett ggtgatgtea
atctgecaaag cgagttctta
aacgggtgta gaagctgtga
tg tceatt ccatgtg gt
cttttgtt atgatgtetqg
atgtgcgaat gagtacactg
ggagaccete cgtatt
agtgactgat tet ctaca
taaactegat ggagttactt
ggataatgcet tactatacag

gtaccqaagt
cagttictga

tctactta t
accetecaga
cctgtgaaca
cctcagetga
ctgagcaate
ttactggtta

g gggcacaaag

g atg attacat
ataatcttgc
tecagettct
tgttgtcage
cggticgtac
tggattacct
acacagaaga

caazaaattaa gg

ccaataagtt
tcgttagagy
ttatcactag
ctga atgct
acaag
ciistceiy
ctgta cctg
ctatatgca
aaattcaa
ctgtagettc
ttagt atgt
aagctectge
tcacttegic
cttacagaga t
gtggtgacaa a
aggttcttte
aagtgttcac
catatggaca
ctecatgtaaa
tgaagcttt
tttaaacca
ggctgataa
tcaatge
acttttgtgc
gagaaactat

at tgt
: %agzgg 3
gtggt
caccacct o
gtaactatca
acggagetea ¢
agqgaaacate
acacagagat
agcagccetat

a

tactgagttc
tetecttace
Lgatgatget
tgaggaagaa
tgagtacggt
aacagtttga
agagattga
tEtaaaact
tgctaatect
agcaggtgca
taagctaaat
taagaagtqgt
taaggcagca
aggcatattt
aca? gtttat
tgataacctyg
ttccaaaact
cctgeatt
actctigttt
tgaagatatg
tggtgatatc
c caagagct
atgtgctg
ttatg tac a
gaattt aga
ggatgt aga
?ggcatc
tattacg
gacacat
cg tagtgtec
caaag aca
ggtcctat
gtgtac
acttgacaaa
aact tggac
ca tttggt
gagggt
c ag actac
cacaaagaaa
caattgttat
accagcactt
actecatactc
gacceatcett
taaacattgt
tactctatet
tgctacacaa

g tagaag
ca
: gtacaaa
ttacactaca
tgaaccaaaa
agaccttgta

tgcgagtttt gataatttca aactcacatg ttctaacaca
tcaaatgaca ggcttcacaa agccagettc acgagageta

Fgctaaatta

FIG. 3B
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atgtagtgg ctattdacta tagacactat
gtgcataagc caattgtttg gcacattaac



6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
721 t
6781
6841
4901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681 g
7741 c
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
882l
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9301
9361
9421
9481

caggctacaa
acaaagccag
atggacaatc
accatacaga
atacttaaac
atggctgctt
gcgttaggtt
agtaaaattt
th%ctaaga
tccaat
acaactattg
aattatgtga
ttaagtattt
aattttggtg
gttactacta
gactcecttg
cta acttga
aaattcttte
agtcatttca
ccc?tttctg
agctatgttc
aatcgtgcca
gtctatgcaa
gacacatttt g
cagtttaaaa
aaaaat%
cegete
ct cctatta
tctgettetg
ctig tatcag
gacaccttt
gctcacageg
gctgeecgac
aaactttcac
acctataata
gcaaggcata
aaagactaca
aacaacatac
actaaaatct
gccacattat
ttgtcaatcc
gtcactcg
gcatggttta
gctatcatta
?caatcaatg
ctacacag
gct ctgagt
actgatgtg
cttatgga
gtaacaact
atttgecctat
caacctgttg

Ccaagacaac
tagatactte
ttgcttgtga
aggaagtcat
catcagatga
atgtggaaaa
taaaaacdat
tggcttatgt
gattagcaca
tgtacttt
ccaaaaatag
agtcacccaa
gcttaggtte
ctccEEgtEa
tggatttce
aggcttatcg
caattttagg
atttattag
Lcageaattc
caatggttag
atatcatg
cacgegtiga
atggaggecy
cactg?tag
gaccaatcaa
gcgegettca
cccattttgt
atgtcatagt
tgtactacag
acgttggaga
cagcaacttt
agttagcaaa
aaggtgttgt
atcactctga
aggttgaaaa
tcaatgeccea
tgtctitatce
cttttagact
cactcaagyg
tgtgcgtict
atgatggtta
g acatcatttc
gccagegtag
caagagagat
gtgacttctt
ctEccaaact
tacaatttt

agagagttc

gttecateat

ttgatgctga
ctaccag
tacttta

ttggtgactt gt ct ccga

catgt

ttg ctgctaat c
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gttcaaacca
aaattcattt
aagtcaacaa
agagtgtgac
aggtgttaaa
cacaagcact
tgceacteat
caaaccatte
acgtgtgttt
tactaaaagt
tgttaagagt
attttctaaz
tctaatctg t
Etgtaa%
aag
aggtcgt a?
tctggeege
tctgggaggt
ctea
aggtacatg
ggttgcace
gtgtacaact
cttetge
tacattcatt
cectactqac
cctetacttt
caatttagac
ttttgatgge
teagetgatg
tagtactgaa
tagtgttcct
gggtgtaget
tgataccgat
cttagaagtyg
catgacgcee
agtagcaaaa
tgaacagctg
aacttgtget
tggtaagatt
tgctgcattg
cacaaatgaa
tactgatgat
tggttcatac
tggtttcata
gcattttcta ¢
cattga tat

Eiiﬁﬁct%
acagtttcct

tactgtaga
%a sl
tct ct
ctactttatg
acttttgtt

aacacttggt
gaagttctgg
cccacetetg
gtgaaaacta
gtaacacaag
accattaaga
ggtattgety
ttaggacaag
aacaattata
accaattcta
ttgctaaat
tgttcacaa t
gtaactgct
c gttagagaa
£ tttecttgea
accattcagg
gagtgggtic
ataatgcagg
tggtttatca
tEctttgett

gtttacgttg

tctttggagt

cagtzgaaga cacacaagga
aagaagtagt ggaaaatcct
ccgaagttgt aggeaatgte

agttaggtca
aacctaatga
caattaatag
cagcaattac
tgccttatgt
%aattagagc
gtttgga
cgctatgtg

ct ttggtgt
tgtatcttaa
gcatttgttt
acgatite
tqg catatat
tgttctttg
ttagtattg
ctttctacta

t%%%?iﬁéii

tgttcctt g9
aacatcaaat
gtttacatta
gtcactacg%
gceggea

gcta%ggtt
actcttate
ttegtcetaac
aagtggatta
atcgtacaag
gttgttcaca
ctabtttget
acaaatggca
catatggaayg

tcttegactt gecatgatgtg ctataagege

attgttaatg
aagactcaca
agtgatgaag
cagtcategt
acaaggc
gatttgggag
aagtccaaat
tgccaaccta
gtttccgtta a
atggaaaaac
ttagatggtyg
gttgacacaa
acaggtgaca g
agagatcttg
agtcacaatg
cgtaaacaaa
acaactagac a
gttagtactt
gtttgttata
atcattggtt
tgttttgcaa
aaaaaggacg
cctgge
dctogtatte
a tgattttg

E gcaaac
gagette
aacacttacc
catggtacat
cttaataatg

tcagtagtgg

gcatgaagaqg
attggaagtg
ttgctegtga t
atattgttga
gtcaaaagac
ctaacaacgc
gcgacgagte
ttgtg tgct
atgtttga
ttaaggcact
tcct% ggag
aqqa a
gg tgacaa
gc cat tat
tttcacteat
ttcgta gtgc
tgtcaa
gttttaaact
cgttatgee
acaaagecat
ataaacatge t
aaagctgece
taccg ggtac
tta gct gt
ctacctctge
ctgtg ccata
tccagacac
ggagggttc
gcdadaggtce
agcattaca
C

aaa tcagac g ggt?? g
t tc

ttgtattet

actatacg

atctttctat
tctcaattg
gtcac e
tagtgttgct
ctatgagaga
taaa gttca
tgctictaa
tgaccaage
tgcttatgte
tgttgctaca
attcgtgtea
gaatg cte
tttcatgcte
gactgtaat
gaatgta
tgccaaga
tgtcataac
tatgcttaag
agtacataca
tcaggatg gt
tttgac
tgtagtagct
tgtgctgaga
tggcaacatt
ttgegttett
ttgttatgac
tegttatgtg
tgtta agta
agaag g
agctcta
tatt ccata

ctatctagta

ccagctgaca gctttctgcc gggagtctac tcagtetttt acttgtactt gacattctat

FIG. 3C
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§541 ttcaccaatg
9601 gtgecttttt
9661 ttctttaaca
9721 gaggaggctg
9781 gagacactgt
9841 tattteagtg
9901 aaggctctaa
9961 tcaatcactt
10021 gttgaagggt
10081 gatgacacag
10141 aactatgaag
10201 gttcaactic
10261 acttctaace
10321 tcagttctag
10381 aatcatacca
10441 gattatgatt
10501 gectggtactg
10561 gctgcaggta
102%% aEcaatggtg
10 caatga
10741 gt?gctgctc
10801 cagaatggta
10861 ccatttgatg
10921 gttaagggca
10981 caaagtacac
1104) cttggtatta
11101 ttgtgcttgt
11161 ¢c gctagct
11221 ggttatagge
11281 acagctcgca
11341 acacttgttt
11401 ttagttattt
11461 agagctatag
11521 ttacagtgta
11581 cttttctgtt
11641 tctacacaag
11701 gatgctttca
11761 gctactgtac
11821 cttcaacaac
11881 aatgatatte
11941 tctgttttgc
12001 gataaccgtg
12061 gcttatgcea
12121 gltctcaaaa
12181 gccatgcaac
12241 graagatctg
12301 atgcttagga
12361 tgtgttccac
12421 gqat atggta
12481 tgggaaa cc
12541 atggacaatt
12601 getgttaaac
12661 gctggtacca
12721 aagggaggta
12781 ttccctaaga
12841 gttacagaca
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atgttrcatt
ggataacagc

cttggctcac
aatctatgta

actatcttag gaaaagagtc

ctttgtgtac ctttttgctc

tgccacttac
gagccttaga
atgactttag
ctgctgttet
gcatggtaca
tatactgtece
atctgetcat
gtgttattgg
ctaagacacc
catgctacaa
ttaaaggttc
gegtgtettt
acttagaagg
cagacacaac
ataggtggtt
agtacaacta
aaacaggaat
tgaatggtcg
ttgttagaca
ctcatcatt?
agtggtcac
tggcaattge
ttctgttace
? gtgatgcg
aagga tg
ctgtttatga
acaaagteta
ctgtaaccete
tgtttgtgt
tcatgett
tactcaaccy
aatttaggta
agcttaacat
agtctaaaat
ttagagtaga
ttcttgcaaa
tatecatgca
ctactcttca
ctgcccagga
agttaaagaa
gcaagttgga
aggacaagag
agcttgataa
tcaacatcat
cctacaagaa
agcaagttgt
caccaaattt
tacagaataa
cacaaacagc
g%tttgtgct
gtgatggtac

caccaaaagg gcctaaagtg aaatacttgt ac

acagtataac
tactaccagce
caactcaggt
gcagagtggt
agtaacctgt
aagacatgtc
tegeaaatee
ccattetatg
caagtataaa
tggttcacca
tttecttaat
ctgctatat

taaattcta

cataacatta
tcttaataga
tgaacctttg
tgecgtetta

tactatcctt gg

atgetetggt
gat cttgga
gttEttcttt
tgcatgtget
tEctettgea
tatcatgaca
tgttatgtat
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cEtttggagg
tatatcaaga
cagcttggeg
taggagc ga
gt ctagt
atactatgtc
ctactaactt
gtagattg
atggtag
atcgcaacac
aatattttg
tctetia
a caatatg
tcaatgg
ctgctctagt
aaataccttt
ttctctatga
aagaatcact
atgctcaage
gt?t gctaaa
taattac
ctgct aaat
gacaatcaaa
cagcceeegea
tecaccacage
ttgtgtttaa
ttactacaqga
acacagttta
acttcaaaaa
ctgtcegteaa
aatcactcat
atgtttggct
gcatgac
agtttgatga
cgaacttatg
aaaaattgac
agectcacte
cgctaccaaa
ttcatttg
tgcaggta g
caacgcatg
attactttat
accatataac
aaaactcaaa
agactatgtc
aattactaca
agacccaceq
aatggateea
aagtgagtac
tagcgtactt
ktgcgettega

26281 ggtttacgtc

ES 2441791 T3

ttttgaactt
taagaaccag
ttcttcaaag
tteegtbcga
tgtaagtgta
tgttaac
catatﬁttct
catgtcgac
gcatacagtt
tttaggtget
ttcaattagc
taatatgtac
cttityg caga
ac tgaag
g gttaag
tgaggacttg
cgaatgceta
tacag g
tagtggta
tgctatgcaa
aaccaaaaa
acaacaaca
attaaacaca
tgatatcctt
aggcagactt
cagggctict
aagagttgac
tggtgtigte
ccageaatt
ggcacttet
caatacattt
tgatcctetg
tcatacatca
cattcaaaaa
tgaccttcaa
cggcttcatt
tagttgttge a
gatgactct
gatttgttta
aatgcttcte
ccttteggat
ataattgcgce
aatttactgg
aggcgcaa
ggagtgatta
gatgccaact
agtgtcacag
gaagactacc
gttgtacatg

ttaaatgcac cggccacgat
tgtgtcaatt ttaattttaa
agatttecaac cacttcaaca
gatcctaaaa catctgaaat
attacacctg gaacaaatgc
¢ actgatgttt ctacagcaat
actggasaca atgtattcca
acttcttatg agtgcgacat
tctttattac gtagtacta

gatagttcaa ttgcttactc
attactacag aagtaatgcc
atctgcggag attctactga

caactaaatc
ttcgctcaag
ttttcacaaa
ctctttaata
ggtgatatta
ccaceteege

geeactgelg

atggcatata gg

caaatcgeca
tcaactgcat
cttgttaaac
tcgegacttg
caaagecttc
ctaatcttg
tttgtggaa
ttcctacatg
tgtcatgaag
ggtttatta
ctcaggaa
caacct ag
ccagatgttg
gaaattgacc
gaattgggaa
gctggactaa
gcctca
gagcca tte
gagattttt
ctgeaagtac
g cttgttat
caataaaa
ctatttyg
ttg tacct

tacactctc a
caaacaaat
tattacctga
aggtgacact
atgctagaga
¢ tcactgatga
gatggacatt
ttcaatgg
?ccaatttag
gggcaagc
aacgtagctt
ataazagtcga
aaacctatgt
ctgctactaa

ggctacca
tcacgtatgt
gcaaagcata
cacagaggaa
attgtgatgt
ttgactcatt
atcttggega
geeteaatga
aatatgagca
ttg ccatcg
agggtgcatg
tcaagggtgt
tactccttgga
tgttcatgct
tggegttgea
atggcagcta
taccatctat
ctatgccttg

tga atgttg gcttigtigg
act tgett g g cacaca
atacaattg actgaa
aaattg gtgg t attctgag

getatticac cgaagtttac

ttgtggacca
tggactcact
tggcegt
attagacatc
ttcatctgaa
tcatgcagat
gactcaagea
tectattgga
ccaaaaatcet
taataacacc
tttctatg
atgtgcetaa
ggtattgct
acaaaacc
cccgctgaa%
cgetgatge
tgtcgttggt
tatgattgct
tggtgcetgac
cattggagtt
caaggcegatt
gcaagacgtt
taattttggt
ggcggaggta
aacacaacaa
aatgtctg
cctiat
gccatcccag
ctteeceteg
cttetettct
cgttattgge
caaagaagag
catttcaggc

ggtc gctaaa

atattaaa t
catggttaca
ctct gtagt
caaattacac
tcaattactg
acagcaacyga
tttcttgctg

cecttiata
cacatcttt
atatatttte
tgcaaat
cataactatg
ggtgacggca
gata ggcact
accagettg

aa

aaattatcea
tactggt
gacgtrate
tcaccttgcg
gttgctgttc
caactcacac
ggctgictta
gctggcattt
att ctt
atugc atac
gctaaaacct
ttgettetec
gctgaacagg
ccaacttcga
ccaactaaga
ggettcatga
gcgcagaagt
gcctacacty
gctgctcttce
acccaaaatg
agtcaaattc
gttaaccaga
gcaatttcaa
caaattgaca
ctaatcaggyg
tgtgttcttg
ttccecacaa
agaggaac
gaaggggttt
ccacaaataa
agcattaaca
ctggagaa
SEETaceR
aatttaaat
geottg
a ctt ct t
tcttgctgca
tacacataaa
cacagceagt
taccgetaca
tttttcagag
agggcttcca
tgettgtege
tacaatgcat
ccaagaacce
actactgtat
tttcaacacce

caggtgttaa
agtctacaca

gacactggta ttgaaaatgc tacactcttc atctttaaca agettgttaa
tacacacaat cgcgggctct tcaggagttg ctaatccagce

aat tg caaa
attcatgatg
gaacttatgt
ctttttctig

ttgtgtgegt actge

agccgacgac
agtcgttggt
ctttegtg
caa tattgt

? actagc gtgectitgt aagcacaaga
tcggaagaa acaggtacgt taatagttaa -
gt attcttgcta gtcacactag ccatccttac

aac gtgagtttag taaaaccaac

tactcgegtyg ttaaaaatct gaactcttct gaaggagttc ctgatcttct

FIG. 3H
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26341
26401
26461
26521
26581
26641
26701
26761
26821
26881

26941 gcg

27001
27061
27121
27181
27241
27301
27361
27421
27481
27541
27601
27661
27721
. 27781
27841
27901

27961 gg

28021
28081
28141
28201
28261
28321
28381
28441
28501
28561
28621
28681
28741
28801
28861
28921
28981
29041
29101
29161
29221
25281
29341
29401
29461
29521
29581
29641
29701

ggtctaaacg
gcagacaacg
gtaataggtt
aacaggtttt
gcttgittig
gcaatggctt
ttgclcgta
cctetceeggg
gtgatcattc
gacctgecaa
tcgcage
aactataaat
taagtgacaa
tatcattatg
agtgagacaa
acctafggag
ttgtatttac
tactaaaaga
ctgacaataa
gtactcgacg
aagagga
tEitastact
cttctatttg
ttogttttca
gaaacttcte
gcgetgtgea
gtaatactta
cacactat
gtggtgcgct
gagacgtact
fcaaaccaac
aaccagaatg
aataatactg
cckcgaggec
taccgaaga
agatggtac
aaagaaggca
ggcaccegea
ttgccaaaag
tcatcacgta
cctgctegaa
ttgaaccagc
acfaagaaat
cagtacaacyg
ggggaccaag
tttgetecaa
tcgggaacat
aaagacaacg
gagcctaaaa
aagaagcagce
ctteaaaatt
accacacaag
tactcttgtg
atctcacata
cattttcate
ctgcctatat
attttaatag
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aactaactat
gtactattac
tcetattect
Lgtacataat
tgctihgetge
gtattgtagg
ccegetcaat
ggacaatt t
gtggtcactt
aagagatcac
gtgtaggcac
taaatacaga
cagatgttte
aggactttea
ttatttaagc
ttagattatc
atcttgecgag
accttgcecea
atttgcacta
tacctatcag
tcaacaagag
ttgcttecace
t?ctttttag
cEegaaatec
attgttttga
tctaakaaac
tagcactget
ggttcaaaca
tatagctagg
tgttgtttta
gtagteccce
aggacgcaa
2qtettagte
agggegtece
ctacccegac
tetattace
tcgtatgggt
afcctaataa
gcttctacqgc
gtecgdggtaa
tggctagegg
ttgagagcaa
ctgctgcetga
tcactcaage
acctaatcag
gtgcctctgc
ggctgactta
tcatactget
aggacaaaaa
ccactgtgac
ccatgagtgg
gcagatgggce
cagaatgaat
gcaatcEtta
gaggccacgce
ggaagagece
Ccttcttagga

tattattatt

ttgaggag
ggcc%ggatt
aaagcettgtt
tgtctacaga
cttgatgtgg
gtggtcattc
gaccagaccg
gcgaatggcece
tgtggctaca
tgattcaggt
ccacgccggt
atcttgttga
ggattgetat
cgctaactaa
cataaaacga
ctatatcact
tcaggaacat
acttgcacta
ctgegtgcaa
ctctactege
attaagagaa
cetttctget
a?gatcta a
cttgtatttc
ctcatgtgct
tggetttgtg
tagcacaccta
tgttggtace
aataaacgaa
ccgeattaca
tggggcaagg
cacagctcte
aatcaacace

agttcgtggt gg

aggaactggce
tgcaactgaqg
caatgetgcc
agagggaagc
ttcaagaaat
ag%tggtgaa
agttictggt
ggcatctaaa
atttagggaga
acaaggaact
attctitgga
tcatggagce
gaacaagcac
gaaaaa act
ctbcttcct
agettetget
tatgtaaac
tctcgtaac
atcaatgtgt
gga tacgat
aatgtgtaa
gaatgacaaa
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ctgtttggaa
cttaaacaac
atgttactac
ttcetctaace
attaattggg
cttagetac

aacccagaaa
ctcatggaaa
ggacactcce
tcacgaacgc
tttgctgeat
agcaacgaca
cttcecaggtt
ttggaatctt
gaagaattat
acatgaaaat
atcaggagtg
acgagggcaa
gcacacactt
gatcagtttc
cactttfkct
agacagaat

agtccgt tg
agaacctigt
tctatgcagt
tgaagatcct
ctctaggaaa
atgttactat
ttcatgaagqg
caaattaaza
tttggtggac
ccagaacage
actcaqgcatqg
aatagtggtc
tgacggca
ccagaagctt
ggagccttga
accgtgctac
agaggcggea
tcaactectg
actgceeteqg
aaaggccaac
aa?cctcgcc
cgtggtecag
gattacaaac
atgtcacgca
atfaaat gg
attgacgca

gatgaagcekce
gcggctgaca
gattcaactc
ttttcgeaat
aaaca%caca
aacat gggg
cga aca
agtgggtttt
aaaaaaaaaa

agtag

ctttaacatt
teetggaaca
aattigccta
tcttgtggec
tgactggcgg
tcgttgctgc
caaacatict
gtgaacttgt
tagggcgcetg
tttcttatta
acaaccgcta
atattgctet
acaatagcag
gacgttataa
teggagttag
Eattc cttE
taga
tgcacgaggt
tgctttiget
accaaaactt
cattgttgct
aatgagetea
ttaataaktgce
accaaagtct
tgcatatqea
tgtaa%g ag
ggttttacct
caactgtcaa
tcaccaaact
tgtetgataa
ccacagatke
gccgacceca
gcaaggagga
cagatgacca
aaat aaaga
cacttcccta
atacaccecaa
aacttcctea
gtcaagecte
gcagcagta
cgctattqge
aacaacaagg
agaaacgtac
aacaaaccca
attggcegea
ttggcatgga
atgacaaaga
acaaaacatt
agectttgee
tggatgattt
aggcastaac
tccgtttacy
tta
aggacttgaa
gaakaatg

agtagtgcta
dadaazaaaa a

gcttatcatg
atggaaccta
ttetaategg
agtaacactt
gattgcgatt
cttcaggcetg
tctcastgtg
cattggtget
tgacattaag
caaattagga
ccgtattgga
gctagtacag
agatattgat
taagttcaat
atgatgaaga
ctgacattqga
acgactgtac
caccctettg
tgtgctgacg
ttcatcagac
gctctagtat
ctttaattga
ttattatatt
aaacgaacat
ctgtagtaca
aacactagg
tttcataga
gatccagetg
gctgca tta
ggaccecaa
aactgacaat
aggtttacce
acttagattc
aattggctac
getcagecce
cggegctaac
agaccacatt
aggaacaaca
ttctegetee
gggaaattct
gctagagaga
ccaaactgtc
tgccacadaa
aggaaattte
aattgcacaa
agtcacacct
tcecacaatte
cceacceaaca
gcagagacca
ctccagacaa
actcatgtag
atacatagtc
gttaacttta
agagceacca
ctagggagag
teececatgtg
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NEO. GEN NEOMICINA FOSFOTRANSFERASA

LUC: LUCIFERASA DE LA MOSCA DE LA FRUTA
EMCYV: SITO DE ENTRADA DE RIBOSOMA INTERNO TOMADO DE EMCV

NS3, NS4A, NS4B, NS4A, AND NSSB; PROTEINAS NO ESTRUCTURALES DE VHC

FIG.5
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NH>
2'-F-CIU Mg

o A

e F

Propiedades conocidas de quimica 2’-F:

Fluorizacion de ANS destruye actividad ARNasa-H.

Fluorizacion de Rbz en sitio catalitico destruye actividad enzimatica.

Fluorizacién de ARNsi no afecta a la actividad de ARNsi

Al 2’-F-nucledsidos son téxicos; pero 2’-F-C/U son no téxicos: Toxicol, Pathology (1999) 2/. 607 617

. 3

NO CONOCIDAS:

e Eficacia y seguridad in vivo

FIG. 17
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Autoradiografia de duplicaciones de ARNsi etig dos 5" incubad
Secuenciador

en suero humano y separados por 20% Gel

2’-ribo-ARNsi 2°-F- aARNsi 2?_F- ARNsi
3°-X)
HORA pia pia
SM 0 1 4 SM 0 1 2 4 10

SM 0 1 2 4 10

-

T LT

La fluorinacién simple protege la ARNsi parcialmente. La proteccion extendida requiere modificacién de 3"-ends, lo que sugiere
que la 3"-exonucleasa es un YOr « p de nucl

t de serum.

FIG. 18
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Disefio experimental

Higado humano ¢ . Infeccién de VHC

ARNsi
2’-F-modificado conjugado
Inyecciénd de baja presion

Alb/u-Pa
transgénico

0 8§ 9 10 11 12 13 14 (wks)

Muestreo de sangre i 1

Referencia Titulacién de VHC por
Amplicor RT-PCR

P

FIG. 19
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Cambios de Titulo de VHC entre Referencia y Tratamiento

: BILN-2061 (n=6)

20mg/l(g/dia ,oral

g

z B : INF-a2B (n=5)
=

-E [ :Vvehiculo (n=4)
=

£

S

=

=]

]

[

Referencia 1 wk
o Titulos de YHC determinados 1 lespués del tratamiento por Amplicor RT-PCR

o BILN-2061 es tan eficaz como IFN-a

Presentado en la 10° Reunidn Internacional de VHC y Virus Relacionados, Kioto, Japdn Dic 2.6, 2003.

FIG. 20
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Cambios de Titulo de VHC entre Referencia y Tratamiento

ARNsi: 6mg/kyg, inyeccidn en vena de cola/2d, 3X

Control-ARNsi (Luc)
VHC-ARNsi

(Nucleo y NS5B)

Titulo HYC normalizado

Referencia Dia 2 Dia 10 Dia 16

Titulos de VHC determinados 2, 10, 16 dias después de la
inyeccion

FIG. 21
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