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DESCRIPCION

Tratamiento de enfermedades relacionadas con un gen antivirico mediante la inhibicion de una transcripcion
antisentido natural a un gen antivirico.

Los aspectos de la divulgacion comprenden oligonucledtidos que modulan la expresion y/o funcién de un gen
antivirico y moléculas asociadas.

ANTECEDENTES

La hibridacion de ADN-ARN y ARN-ARN es importante para muchos aspectos de la funcion del acido nucleico que
incluyen replicacién, transcripcion y traduccién de ADN. La hibridacién también es fundamental para una diversidad
de tecnologias que detectan un acido nucleico particular o alteran su expresién. Los nucle6tidos antisentido, por
ejemplo, alteran la expresion génica hibridandose con el ARN diana, interfiriendo asi con el corte y empalme, la
transcripcion, la traduccién y la replicacién del ARN. EI ADN antisentido tiene la caracteristica afiadida de que los
hibridos de ADN-ARN sirven de sustrato para la digestion por ribonucleasa H, una actividad que esta presente en la
mayoria de los tipos celulares. Las moléculas antisentido pueden administrarse a células, como es el caso de los
oligodesoxinucledtidos (ODN), o pueden expresarse a partir de genes endégenos como moléculas de ARN. La FDA
aprobo recientemente un farmaco antisentido, VITRAVENE™ (para el tratamiento de retinitis por citomegalovirus),
que refleja que el antisentido tiene utilidad terapéutica.

El documento WO 2009/046397 describe la modulacion de la expresion génica con transcritos antisentido dirigidos a
agRNA y gapmeros. Salah et al. 2009, Molecular Cell, vol. 33(4): 462-471 describen Wrap53, un transcrito
antisentido de p53 natural requerido para la induccién de p53 tras un dafio en el ADN.

El documento WO 2007/087113 describe transcritos de ARN antisentido y no codificantes naturales como dianas
farmacoldgicas.

El documento CN 1904900 describe una secuencia de siRNA autdgena humana, su aplicacion y método de
deteccion.

El documento US 7517644 describe un método y composiciones para la reprogramacion celular.

El documento US 2004/023906 describe una modulacion antisentido de la expresion del activador de fosfotirosilo
fosfatasa.

El documento WO 2005/013901 describe compuestos oligoméricos y composiciones para su uso en la modulacion
de ARN pequefios no codificantes.

El documento WO 02/48314 describe la modulacién antisentido de la expresion de RAIDD.

El documento US 2003/225256 describe la modulacion antisentido de la expresion de proteina cinasa 2 de
PCTAIRE.

El documento US 2005/186594 describe composiciones y sus usos dirigidos al crecimiento celular y las proteinas de
mantenimiento.

El documento WO 00/58512 describe la modulacién antisentido de la transduccion de sefial de interleucina-5.

Wabhlestedt et al. 2006, Drug Discovery today, vol. 11(11-12): 503-508 describen los transcritos de ARN antisentido y
no codificantes naturales como dianas farmacologicas potenciales.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencion se define por las reivindicaciones. Los aspectos/casos de la presente divulgacion que constituyen la
invencion se definen por las reivindicaciones.

RESUMEN DE LA DIVULGACION
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En un aspecto, la divulgacion proporciona métodos para inhibir la accién de una transcripcion antisentido natural
usando oligonucledtido(s) antisentido dirigido(s) a cualquier region de la transcripcion antisentido natural dando
como resultado la regulacion por aumento del gen sentido correspondiente. También se contempla en el presente
documento que la inhibicién de la transcripcion antisentido natural puede lograrse por siRNA, ribozimas y moléculas
pequefias, que se considera que estan dentro del alcance de la presente divulgacion.

Un aspecto proporciona un método de modulacién de la funcién y/o expresién de un polinucleétido de un gen
antivirico en células o tejidos de paciente in vivo o in vitro que comprende poner en contacto dichas células o tejidos
con un oligonucleodtido antisentido de 5 a 30 nucledtidos de longitud, donde dicho oligonucleétido tiene al menos un
50 % de identidad de secuencia con un complemento inverso de un polinucleétido que comprende de 5 a 30
nucleétidos consecutivos dentro de los nucleétidos 1 a 1267 de la SEQ ID SEQ ID NO: 4,1 a 586 de la SEQ ID NO:
5,1a741 dela SEQ ID SEQ ID NO: 6,1 a 251 de la SEQ ID NO: 7, 1 a 681 de la SEQ ID NO: 8, y 1 a 580 de la
SEQ ID NO: 9, modulando asi la funcion y/o expresién del polinucleétido de un gen antivirico en células o tejidos de
paciente in vivo o in vitro.

En otro aspecto, un oligonucleétido se dirige a una secuencia antisentido natural de un polinucleétido de un gen
antivirico, por ejemplo, nucledtidos expuestos en la SEQ ID NO: 4 a 9, y cualquier variante, alelo, homdlogo,
mutante, derivado, fragmento y secuencia complementaria a los mismos. Los ejemplos de oligonucledtidos
antisentido se exponen como las SEQ ID NO: 10 a 30.

Otro aspecto proporciona un método de modulacién de la funcion y/o expresién de un polinucleétido de un gen
antivirico en células o tejidos de paciente in vivo o in vitro que comprende poner en contacto dichas células o tejidos
con un oligonucledtido antisentido de 5 a 30 nucle6tidos de longitud, donde dicho oligonucleétido tiene al menos un
50 % de identidad de secuencia con respecto a un complemento inverso de un antisentido del polinucle6tido del gen
antivirico; modulando asi la funcion y/o expresién del polinucleétido de un gen antivirico en células o tejidos de
paciente in vivo o in vitro.

Otro aspecto proporciona un método de modulacion de la funcion y/o expresion de un polinucleétido de un gen
antivirico en células o tejidos de paciente in vivo o in vitro que comprende poner en contacto dichas células o tejidos
con un oligonucledétido antisentido de 5 a 30 nucleétidos de longitud, donde dicho oligonucleétido tiene al menos un
50 % de identidad de secuencia con respecto a un oligonucle6tido antisentido para el oligonucleétido antisentido del
gen antivirico; modulando asi la funcion y/o expresién del polinucleétido de un gen antivirico en células o tejidos de
paciente in vivo o in vitro.

En un aspecto, una composicion comprende uno o mas oligonucleétidos antisentido que se unen a polinucleétidos
de un gen antivirico de sentido y/o antisentido.

En otro aspecto, los oligonucledtidos comprenden uno o mas nucledtidos modificados o sustituidos.
En otro aspecto, los oligonucleétidos comprenden uno o mas enlaces modificados.

En otro aspecto més, los nucleétidos modificados comprenden bases modificadas que comprenden fosforotioato,
metilfosfonato, acidos nucleicos peptidicos, 2'-O-metilo, fluoro- o carbono, metileno u otras moléculas de acido
nucleico blogueado (LNA). Preferiblemente, los nucleétidos modificados son moléculas bloqueadas de acidos
nucleicos, que incluyen a-L-LNA.

En otro aspecto, los oligonucleétidos se administran a un paciente por via subcutanea, intramuscular, intravenosa o
intraperitoneal.

En otro aspecto, los oligonucleétidos se administran en una composicion farmacéutica. Una pauta de tratamiento
comprende administrar los compuestos antisentido al menos una vez al paciente; sin embargo, este tratamiento
puede modificarse para incluir multiples dosis durante un periodo de tiempo. El tratamiento puede combinarse con
uno o mas tipos diferentes de terapias.

En otro aspecto, los oligonucleétidos estan encapsulados en un liposoma o unidos a una molécula portadora (por
ejemplo, colesterol, péptido TAT).

Otros aspectos se describen méas adelante.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un gréafico de resultados de PCR en tiempo real que muestra el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de RIG1 después del tratamiento de células HepG2 con oligonucledtidos de fosforotioato
introducidos usando Lipofectamine 2000, en comparacion con el control. Los resultados de PCR en tiempo real
muestran que los niveles de ARNm de RIG1 en las células HepG2 se aumentan significativamente 48 h después de
tratamiento con siRNA para RIG1 antisentido hs.601664 y AK300104. Las barras indicadas como CUR-0544, CUR-
0546, CUR-0548, CUR-0550, CUR-0552, CUR-0554, CUR-0556, CUR-0558 y CUR-0560 corresponden a muestras
tratadas con las SEQ ID NOS: 10 a 18 respectivamente.

La figura 2 es un gréafico de resultados de PCR en tiempo real que muestra el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de MDAS5 después del tratamiento de células HepG2 con oligonucleétidos de fosforotioato
introducidos usando Lipofectamine 2000, en comparacion con el control. Los resultados de PCR en tiempo real
muestran que los niveles de ARNm de MDAGS en las células HepG2 se aumentan significativamente 48 h después de
tratamiento con dos de los oligos disefiados para MDAS5 antisentido BU663736. Las barras indicadas como CUR-
0908, CUR-0909, CUR-0910, CUR-0911, CUR-0912, CUR-0913, CUR-0914 y CUR-0915 corresponden a muestras
tratadas con las SEQ ID NOS: 19 a 26 respectivamente.

La figura 3 es un grafico de resultados de PCR en tiempo real que muestra el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de IFNA1 después del tratamiento de células HepG2 con oligonucleétidos de fosforotioato
introducidos usando Lipofectamine 2000, en comparacion con el control. Los resultados de PCR en tiempo real
muestran que los niveles de ARNm de IFNAL en las células HepG2 se aumentan significativamente 48 h después de
tratamiento con uno oligo disefiado para IFNA1 antisentido DA393812. Las barras indicadas como CUR-0916, CUR-
0917, CUR-0918 y CUR-0919 corresponden a muestras tratadas con las SEQ ID NOS: 27 a 30 respectivamente.

La figura 4 es un grafico de resultados de PCR en tiempo real que muestra el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de IFNA1 después del tratamiento de células ZR75 con oligonucledtidos de fosforotioato
introducidos usando Lipofectamine 2000, en comparacion con el control. Los resultados de PCR en tiempo real
muestran que los niveles de ARNm de IFNAL en las células ZR75 se aumentan significativamente 48 h después de
tratamiento con uno oligo disefiado para IFNA1 antisentido DA393812. Las barras indicadas como CUR-0916, CUR-
0919, CUR-0918 y CUR-0917 corresponden a muestras tratadas con las SEQ ID NOS: 27, 30, 29 y 28
respectivamente.

La figura 5 es un grafico de resultados de PCR en tiempo real que muestra el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de IFNA1 después del tratamiento de células HUVEC con oligonuclettidos de fosforotioato
introducidos usando Lipofectamine 2000, en comparacion con el control. Los resultados de PCR en tiempo real
muestran que los niveles de ARNm de IFNA1 en las células HUVEC se aumentan significativamente 48 h después
de tratamiento con uno oligo disefiado para IFNA1 antisentido DA393812. Las barras indicadas como CUR-0916,
CUR-0917, CUR-0918 y CUR-0919 corresponden a muestras tratadas con las SEQ ID NOS: 27 a 30
respectivamente.

Figura 6: Los resultados del ensayo ELISA muestran que la proteina IFNA se aumenté en extractos de células MCF7
qgue se trataron con oligos disefiados para IFNAI antisentido DA393812. Las barras indicadas como CUR-0916,
CUR-0919, CUR-0918 y CUR-0917 corresponden a muestras tratadas con las SEQ ID NOS: 27, 30, 29 y 28
respectivamente.

Descripcion de la lista de secuencias

SEQ ID NO: 1: Homélogo atonal de Homo sapiens 1 (Drosophila) (ATOH1), ARNm (NCBI n.° de acceso:
NM_005172).

SEQ ID NO: 2: Interferén de Homo sapiens inducido con el dominio 1 de helicasa C (IFIH1), ARNm (NCBI n.° de
acceso: NM_022168.2).

SEQ ID NO: 3: NM_024013.1| Interferon de Homo sapiens, alfa 1 (IFNA1), ARNm (NCBI n.° de acceso:
NM_005172).

SEQ ID NOs: 4 a 9: SEQ ID NO: 4: Secuencia antisentido de RIG1 natural (AK300104); SEQ ID NO: 5: Secuencia
antisentido de RIG1 natural (hs.601664); SEQ ID NO: 6: Secuencia antisentido de RIG1 natural (hs.104091); SEQ ID
NO: 7: Secuencia antisentido de MDA5 natural (Hs.692345); SEQ ID NO: 8: Secuencia antisentido de MDA5 natural
(BU663736) y SEQ ID NO: 9: Secuencia antisentido de IFNA1 natural (DA393812).

SEQ ID NOs: 10 a 30: Oligonucleétidos antisentido. "r* indica ARN y * indica enlace fosfotioato.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2618576 T3

SEQ ID NO: 31 y 39 son los complementos inversos de los oligonucleétidos antisentido de SEQ ID NO: 10 y 18
respectivamente. "r" indica ARN.

DESCRIPCION DETALLADA

Varios aspectos de la divulgacion se describen a continuacion con referencia a aplicaciones ejemplares para
ilustracion. Debe entenderse que los numerosos detalles, relaciones y métodos especificos se exponen para
proporcionar un entendimiento completo de la divulgacion. Un experto en la técnica relevante, sin embargo,
reconocera facilmente que la divulgacion puede ponerse en practica sin uno o mas de los detalles especificos o con
otros métodos. La presente divulgacion no esta limitada por el orden de actos o acontecimientos, ya que algunos
actos pueden producirse en diferentes érdenes y/o simultaneamente con otros actos o acontecimientos. Ademas, no
todos los actos o acontecimientos ilustrados son requeridos para implementar una metodologia de acuerdo con la
presente divulgacion.

Todos los genes, nombres de genes y productos génicos descritos en el presente documento pretenden
corresponderse con homélogos de cualquier especie para las que son aplicables las composiciones y métodos
desvelados en el presente documento. Por lo tanto, los términos incluyen, pero sin limitacién, genes y productos
génicos de seres humanos y ratones. Se entiende que cuando se desvela un gen o producto génico de una especie
particular, esta divulgacion pretende ser ejemplar Gnicamente, y no debe interpretarse como una limitaciéon, a menos
que el contexto en el que aparece lo indique claramente. Por lo tanto, por ejemplo, los genes desvelados en el
presente documento, que en algunos casos se refieren a secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos de
mamifero, pretenden incluir genes homologos y/u ortélogos y productos génicos de otros animales incluyendo, pero
sin limitacién, otros mamiferos, peces, anfibios, reptiles y aves. En aspectos, los genes o secuencias de acidos
nucleicos son humanos.

Definiciones

La terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir aspectos particulares Unicamente y no
pretende ser limitante de la divulgacion. Como se usa en el presente documento, las formas en singular "un”, "una",
"el" y "la" pretenden incluir las formas plurales también, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.
Ademas, siempre que los términos "que incluye”, "incluye", "que tiene", "tiene", "con", o variantes de los mismos, se
usen en la descripcion detallada y/o las reivindicaciones, tales términos pretenden ser incluyentes de un modo

similar al término "que comprende".

El término "aproximadamente" significa dentro de un intervalo de error aceptable para el valor particular como se ha
determinado por un experto en la técnica, lo que dependera en parte de cémo se mide o determina el valor, es decir,
de las limitaciones del sistema de medicion. Por ejemplo, "aproximadamente" puede significar dentro de 1 o mas de
1 desviacion estandar, por la practica en la técnica. Como alternativa, "aproximadamente" puede significar un
intervalo de hasta el 20 %, preferiblemente hasta el 10 %, mas preferiblemente hasta el 5 %, y aln mas
preferiblemente hasta el 1 % de un valor dado. Como alternativa, particularmente con respecto a sistemas o
procesos bioldgicos, el término puede significar dentro de un orden de magnitud, preferiblemente dentro de 5 veces,
y mas preferiblemente dentro de 2 veces, de un valor. Si se describen valores particulares en la solicitud y
reivindicaciones, a menos que se establezca de otro modo, debe asumirse que el término "aproximadamente"
significa dentro de un intervalo de error aceptable para el valor particular.

Como se usa en el presente documento, el término "ARNmM" significa la transcripcion o transcripciones de ARNm
actualmente conocidas de un gen elegido como diana, y cualquier transcripcién adicional que pueda dilucidarse.

Por "oligonucledtidos antisentido" o "compuesto antisentido” se entiende una molécula de ARN o de ADN que se une
a otro ARN o ADN (ARN, ADN diana). Por ejemplo, si es un oligonucleétido de ARN, se une a otra diana de ARN por
medio de interacciones ARN-ARN y altera la actividad del ARN diana. Un oligonucleétido antisentido puede regular
por aumento o regular por disminucion la expresién y/o funcion de un polinucleétido particular. La definicion pretende
incluir cualquier molécula de ARN o ADN foraneo que es Util desde un punto de vista terapéutico, diagnoéstico, u otro
punto de vista. Tales moléculas incluyen, por ejemplo, moléculas de ARN o ADN antisentido, ARN de interferencia
(IARN), microARN, moléculas de ARN sefiuelo, siRNA, ARN enzimatico, ARN de edicion terapéutica y ARN agonista
y antagonista, compuestos oligoméricos antisentido, oligonucleédtidos antisentido, oligonucleétidos de secuencia de
guia externa (EGS), agentes de corte y empalme alternativos, cebadores, sondas, y otros compuestos oligoméricos
gue hibridan con al menos una porcién del acido nucleico diana. Como tales, estos compuestos pueden introducirse
en forma de compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, parcialmente monocatenarios, o circulares.
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En el contexto de esta divulgacion, el término "oligonucleétido" se refiere a un oligbmero o polimero de acido
ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN) o miméticos de los mismos. El término "oligonucledétido”
también incluye oligdmeros lineales o circulares de mondmeros o enlaces naturales y/o modificados, que incluyen
desoxirribonucledsidos, ribonucledsidos, formas sustituidas y alfa-andmeras de los mismos, acidos nucleicos
peptidicos (PNA), acidos nucleicos bloqueados (LNA), fosforotioato, metilfosfonato y similares. Los oligonucleétidos
son capaces de unirse especificamente a un polinucleétido diana a modo de un patrén regular de interacciones
monoémero a monomero, tales como tipo Watson-Crick de apareamiento de bases, tipos Hobdgsteen o Hodgsteen
inversa de apareamiento de bases, o similares.

El oligonucledtido puede ser "quimérico"”, es decir, estar compuesto de diferentes regiones. En el contexto de esta
divulgacion, los compuestos "quiméricos" son oligonucleétidos que contienen dos o mas regiones quimicas, por
ejemplo, una 0 mas regiones de ADN, una o mas regiones de ARN, una o mas regiones de PNA, etc. Cada region
quimica esté constituida de al menos una unidad de mondémero, es decir, un nucleétido en el caso de un compuesto
de oligonucledtidos. Estos oligonucleétidos normalmente comprenden al menos una regién en la que el
oligonucledtido se modifica con el fin de presentar una o mas propiedades deseadas. Las propiedades deseadas del
oligonucledtido incluyen, pero sin limitacion, por ejemplo, elevada resistencia a la degradacion por nucleasas,
elevada captacioén celular y/o elevada afinidad de union para el acido nucleico diana. Las diferentes regiones del
oligonucledtido pueden, por lo tanto, tener diferentes propiedades. Los oligonucleétidos quiméricos de la presente
divulgacion pueden formarse como estructuras mixtas de dos o mas oligonucleoétidos, oligonucleétidos modificados,
oligonucledsidos y/o analogos de oligonucledtidos, como se ha descrito anteriormente.

El oligonucledtido puede estar compuesto de regiones que pueden enlazarse en "registro”, es decir, cuando los
mondémeros se enlazan consecutivamente, como en ADN nativo, o se enlazan mediante espaciadores. Los
espaciadores pretenden constituir un "puente" covalente entre las regiones y tienen en aspectos preferidos una
longitud que no supera aproximadamente 100 4tomos de carbono. Los espaciadores pueden llevar diferentes
funcionalidades, por ejemplo, tener carga positiva o negativa, llevar propiedades de union a &cido nucleico
especiales (intercaladores, ligantes de surcos, toxinas, fluoréforos, etc.), ser lipdfilos, inducir estructuras secundarias
especiales como, por ejemplo, péptidos que contienen alanina que inducen hélices alfa.

Como se usa en el presente documento, "genes antiviricos" y "gen antivirico" son inclusivos de todos los miembros
de la familia, mutantes, alelos, fragmentos, especies, secuencias codificantes y no codificantes, hebras de
polinucleétidos de sentido y antisentido, etc.

Como se usan en el presente documento, las palabras RIG1, RIG-1, RIG-1, proteina de caja DEAD 58,
DKFZp434J1111, DKFZp686N19181, FLJ13599, proteina del gen 1 inducible por &cido retinoico, proteina del gen |
inducible por éacido retinoico, se consideran iguales en la bibliografia y se usan de forma intercambiable en la
presente solicitud.

Como se usan en el presente documento, los palabras MDA5, MDA-5, proteina 5 asociada a la diferenciacion de
melanoma, Helicard, Helicasa con 2 dominios CARD, Hlcd, IDDM19, proteina 1 que contiene dominio de helicasa C
inducida por interferdn, proteina 1 inducida por interferén con dominio de helicasa C, MGC133047, proteina regulada
por descenso de Murabutida, RH116, proteina de la caja RNAhelicasa-DEAD 116, se consideran iguales en la
bibliografia y se usan indistintamente en la presente solicitud.

Como se usan en el presente documento, las palabras IFNA1, IFNAI1, G10P1, GARG-16, IFI56, IFI-56, IFI-56K,
IFIT-1, proteina de 56 kDa inducida por interferon, proteina inducida por interferén con repeticiones 1 de
tetratricopéptido, 1ISG56, RNM561, se consideran iguales en la bibliografia y se usan indistintamente en la presente
solicitud.

Como se usa en el presente documento, la expresion "oligonucledtido especifico para" u "oligonucleétido que se
dirige a" se refiere a un oligonucleétido que tiene una secuencia (i) capaz de formar un complejo estable con una
porcién del gen elegido como diana, o (ii) capaz de formar un ddplex estable con una porcion de una transcripcion de
ARNm del gen elegido como diana. La estabilidad de los complejos y duplex puede determinarse por calculos
tedricos y/o ensayos in vitro. Se describen ensayos ejemplares para determinar la estabilidad de complejos y duplex
de hibridacion se describen en los Ejemplos a continuacién.

Como se usa en el presente documento, la expresion "acido nucleico diana" incluye ADN, ARN (que comprende
preARNm y ARNm) transcrito a partir de tal ADN, y también ADNc derivado de tal ARN, secuencias codificantes, no
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codificantes, polinucledtidos sentido o antisentido. La hibridacién especifica de un compuesto oligomérico con su
acido nucleico diana interfiere con la funcién normal del acido nucleico. Esta modulacion de la funciéon de un &acido
nucleico diana por compuestos, que hibridan especificamente con éste, se denomina generalmente "antisentido".
Las funciones de ADN que van a interferirse incluyen, por ejemplo, la replicacién y la transcripcién. Las funciones de
ARN que van a interferirse incluyen todas las funciones vitales tales como, por ejemplo, translocalizacién del ARN al
sitio de traduccion de proteina, traduccion de proteina desde ARN, corte y empalme del ARN para dar una o mas
especies de ARNm, y actividad catalitica que puede acoplarse en o facilitarse por el ARN. El efecto global de tal
interferencia con la funcién del acido nucleico diana es la modulacién de la expresién de un producto codificado u
oligonucledtidos.

La interferencia de ARN "iARN" esta mediada por moléculas de ARN bicatenario (dsARN) que tienen homologia
especifica de secuencia para sus secuencias de acidos nucleicos "diana". En ciertos aspectos de la presente
divulgacion, los mediadores son diplex de ARN "interferente pequefio” (siRNA) de 5-25 nucledtidos. Los siRNA se
obtienen a partir del procesamiento de dsARN por una enzima RNasa conocida como Dicer. Los productos de
duplex de siRNA son reclutados en un complejo de siRNA de multi-proteina llamado RISC (complejo de
silenciamiento inducido por ARN). Sin desear quedar ligando a teoria alguna en particular, se cree entonces que un
RISC es guiado a un acido nucleico diana (adecuadamente ARNm), en el que el diplex de siRNA interacciona en
una forma especifica de secuencia para mediar en la escision en un modo catalitico. Los ARN interferentes
pequefios que pueden usarse de acuerdo con la presente divulgacion pueden sintetizarse y usarse segun
procedimientos que son bien conocidos en la técnica y que seran familiares para el experto en la técnica. Los ARN
interferentes pequefios para su uso en los métodos de la presente divulgacion comprenden adecuadamente entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 50 nucledtidos (nt). En los ejemplos de aspectos no limitantes, los sSiRNA
pueden comprender aproximadamente de 5 a aproximadamente 40 nt, aproximadamente de 5 a aproximadamente
30 nt, aproximadamente de 10 a aproximadamente 30 nt, aproximadamente de 15 a aproximadamente 25 nt, o
aproximadamente 20-25 nucledtidos.

La seleccion de oligonucledtidos apropiados se facilita usando programas informaticos que alinean automaticamente
secuencias de &cidos nucleicos e indican regiones de identidad u homologia. Tales programas se usan para
comparar secuencias de acidos nucleicos obtenidas, por ejemplo, buscando en bases de datos tales como GenBank
0 secuenciando productos de PCR. La comparacion de secuencias de acidos nucleicos de un intervalo de especies
permite la seleccion de secuencias de &cidos nucleicos que muestran un grado de identidad apropiado entre
especies. En el caso de genes que no se han secuenciado, se realizan Southern blots para permitir una
determinacioén del grado de identidad entre genes en especies diana y otras especies. Realizando Southern blots a
grados de astringencia variables, como se sabe bien en la técnica, es posible obtener una medida aproximada de la
identidad. Estos procedimientos permiten la seleccion de oligonucledtidos que presentan un alto grado de
complementariedad con secuencias de acidos nucleicos diana en un sujeto que va a controlarse y un menor grado
de complementariedad con secuencias de &cidos nucleicos correspondientes en otras especies. Un experto en la
técnica se dara cuenta de que hay libertad considerable en la seleccion de regiones apropiadas de genes para su
uso en la presente divulgacion.

Por "ARN enziméatico" se entiende una molécula de ARN con actividad enzimatica. Los &cidos nucleicos enzimaticos
(ribozimas) actdan uniéndose primero a un ARN diana. Tal unién se produce mediante la porcién de unién de diana
de un acido nucleico enzimatico que se mantiene en estrecha proximidad a una porcién enzimatica de la molécula
gue actua para escindir el ARN diana. Asi, el acido nucleico enzimatico reconoce primero y después se une a ARN
diana mediante apareamiento de bases, y una vez unido al sitio correcto, actia enzimaticamente para cortar el ARN
diana.

Por "ARN sefiuelo" se entiende una molécula de ARN que imita el dominio de unién natural para un ligando. Por lo
tanto, el ARN sefiuelo compite con la diana de unién natural para la uniéon de un ligando especifico. Por ejemplo, se
ha mostrado que la sobreexpresion del ARN de respuesta de activacion en trans del VIH (TAR) puede actuar de
"sefiuelo" y se une eficazmente a la proteina tat del VIH, previniendo asi que se una a secuencias de TAR
codificadas en el ARN del VIH. Esto se entiende que es un ejemplo especifico. Los expertos en la técnica
reconoceran que esto es Unicamente un ejemplo, y facilmente pueden generarse otros aspectos usando técnicas
generalmente conocidas en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término "mondmeros” normalmente indica monémeros enlazados por
enlaces fosfodiéster o analogos de los mismos para formar oligonucleétidos que varian en tamafio de algunas
unidades monomeéricas, por ejemplo, de aproximadamente 3-4, a aproximadamente varios cientos de unidades
monoméricas. Los analogos de enlaces fosfodiéster incluyen: fosforotioato, fosforoditioato, metilfosfonatos,
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fosforoselenoato, fosforamidato y similares, como se describe mas completamente a continuacion.

El término "nucleétido” incluye nucledtidos que existen de forma natural, asi como nucleétidos que no existen de
forma natural. Debe ser evidente para el experto en la técnica que los diversos nucleétidos que se han considerado
previamente "que no existen de forma natural" se han encontrado posteriormente en la naturaleza. Por lo tanto,
"nucleétidos” incluye no sélo las moléculas que contienen heterociclos de purina y pirimidina conocidas, sino también
andalogos y tautomeros heterociclicos de las mismas. Los Ejemplos ilustrativos de otros tipos de nucleétidos son
moléculas que contienen adenina, guanina, timina, citosina, uracilo, purina, xantina, diaminopurina, 8-oxo-N6-
metiladenina, 7-deazaxantina, 7-deazaguanina, N4,N4-etanocitosina, N6,N6-etano-2,6-diaminopurina, 5-
metilcitosina, 5-alquinil (C3-C6)-citosina, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, pseudoisocitosina, 2-hidroxi-5-metil-4-
triazolopiridina, isocitosina, isoguanina, inosina y los nucleétidos "que no existen de forma natural” descritos en la
Pat. de Estados Unidos n.° 5.432.272. El término "nucledtido" pretende incluir todos y cada uno de estos ejemplos,
asi como analogos y tautomeros de los mismos. Los nucleétidos especialmente interesantes son aquellos que
contienen adenina, guanina, timina, citosina y uracilo, que se consideran como los nucleétidos que existen de forma
natural en relaciéon con la aplicaciéon terapéutica y diagnéstica en seres humanos. Los nucleétidos incluyen los
azUcares naturales 2'-desoxi y 2'-hidroxilo, por ejemplo, como se describe en Komberg y Baker, DNA Replication, 22
Ed. (Freeman, San Francisco, 1992), asi como sus analogos.

"Anélogos”, en referencia a nucleodtidos, incluye nucledtidos sintéticos que tienen restos de bases modificados y/o
restos de azucar modificados. Tales andlogos incluyen nucleétidos sintéticos disefiados para potenciar propiedades
de unién, por ejemplo, la estabilidad del diplex o triplex, especificidad, o similares.

Como se usa en el presente documento, "hibridacién" se refiere al apareamiento de hebras sustancialmente
complementarias de compuestos oligoméricos. Un mecanismo de apareamiento implica el enlace de hidrégeno, que
puede ser enlace de hidrégeno de Watson-Crick, Hodgsteen o de Hobgsteen inverso, entre bases de nucleésidos o
de nucledtidos (nucledtidos) complementarias de las hebras de compuestos oligoméricos. Por ejemplo, la adenina y
la timina son nucledtidos complementarios que se aparean mediante la formacion de enlaces de hidrégeno. La
hibridacion puede producirse bajo circunstancias variables.

Un compuesto antisentido es "especificamente hibridable" cuando la unién del compuesto al &cido nucleico diana
interfiere con la funcién normal del acido nucleico diana para producir una modulacién de la funcién y/o actividad, y
hay un grado suficiente de complementariedad para evitar la union no especifica del compuesto antisentido a
secuencias de acidos nucleicos no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica, es decir, en
condiciones fisiologicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en condiciones en las que se
realizan los ensayos en el caso de ensayos in vitro.

Como se usa en el presente documento, la expresion "condiciones de hibridacién rigurosas" o "condiciones
rigurosas" se refiere a condiciones bajo las que un compuesto de la divulgacion hibridara con su secuencia diana,
pero con un nimero minimo de otras secuencias. Las condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y
seran diferentes en diferentes circunstancias y en el contexto de esta divulgacidn, las "condiciones rigurosas" en las
que hibridan los compuestos oligoméricos con una secuencia diana se determinan por la naturaleza y composicion
de los compuestos oligoméricos y los ensayos en los que se estan investigando. En general, las condiciones de
hibridacién rigurosas comprenden bajas concentraciones (<0,15 M) de sales con cationes inorganicos tales como
Na++ o K++ (es decir, baja fuerza ionica), temperatura superior a 20 °C - 25 °C por debajo de la Tm del complejo de
compuesto oligomérico:secuencia diana, y la presencia de desnaturalizantes tales como formamida,
dimetilformamida, sulféxido de dimetilo, o el detergente dodecilsulfato sédico (SDS). Por ejemplo, la velocidad de
hibridacion disminuye un 1,1 % por cada 1 % de formamida. Un ejemplo de una condicion de hibridacién de alta
astringencia es 0,1 x tampon cloruro sodico-citrato sdédico (SSC)/SDS al 0,1% (peso/volumen) a 60 °C durante 30
minutos.

"Complementario”, como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de apareamiento preciso entre
dos nucleétidos en una o dos hebras oligoméricas. Por ejemplo, si una nucleobase en una cierta posicién de un
compuesto antisentido es capaz de formar enlace de hidrogeno con una nucleobase en una cierta posiciéon de un
acido nucleico diana, siendo dicho acido nucleico diana un ADN, ARN, o molécula de oligonucleétido, entonces la
posicion de enlace del hidrégeno entre el oligonucleétido y el acido nucleico diana se considera que es una posicién
complementaria. El compuesto oligomérico y el ADN, ARN, o molécula de oligonucleétido adicional son
complementarios entre si cuando un numero suficiente de posiciones complementarias en cada molécula estan
ocupadas por nucleétidos que pueden formar enlace de hidrégeno entre ellos. Por lo tanto, "especificamente
hibridable" y "complementario” son términos que se usan para indicar un grado suficiente de apareamiento preciso o
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complementariedad sobre un nimero suficiente de nucleétidos de forma que se produzca la unién estable especifica
entre el compuesto oligomérico y un acido nucleico diana.

Se entiende en la técnica que la secuencia de un compuesto oligomérico no necesita ser complementaria al 100 % a
la de su acido nucleico diana para ser especificamente hibridable. Ademas, un oligonucleétido puede hibridarse
sobre uno o mas segmentos de forma que segmentos intermedios o0 adyacentes no participen en el acontecimiento
de hibridacion (por ejemplo, una estructura de bucle, desapareamiento o estructura de horquilla). Los compuestos
oligoméricos de la presente divulgacion comprenden al menos aproximadamente el 70 %, o al menos
aproximadamente el 75 %, o al menos aproximadamente el 80 %, o al menos aproximadamente el 85 %, o al menos
aproximadamente el 90 %, o al menos aproximadamente el 95 %, o al menos aproximadamente el 99 %, de
complementariedad de secuencia con una region diana dentro de la secuencia de acidos nucleicos diana a la que se
dirigen. Por ejemplo, un compuesto antisentido en el que 18 de los 20 nucleétidos del compuesto antisentido son
complementarios a una regién diana, y, por tanto, hibridarian especificamente, representaria el 90 por ciento de
complementariedad. En este ejemplo, los nucleétidos no complementarios restantes pueden agruparse o
intercalarse con nucledtidos complementarios y no necesitan ser contiguos entre si o a nucleétidos
complementarios. Como tal, un compuesto antisentido que tiene 18 nucleétidos de longitud que tiene 4 (cuatro)
nucleétidos no complementarios que estan flanqueados por dos regiones de complementariedad completa con el
acido nucleico diana tendria el 77,8 % de complementariedad global con el acido nucleico diana y asi entraria dentro
del alcance de la presente divulgacion. El porcentaje de complementariedad de un compuesto antisentido con una
region de un &cido nucleico diana puede determinarse rutinariamente usando programas BLAST (herramientas de
busqueda de alineamientos locales béasicos) y programas PowerBLAST conocidos en la técnica. El porcentaje de
homologia, la identidad de secuencias o la complementariedad pueden determinarse, por ejemplo, mediante el
programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University
Research Park, Madison Wis.), usando pardmetros por defecto, que usa el algoritmo de Smith y Waterman (Adv.
Appl. Math., (1981) 2, 482-489).

Como se usa en el presente documento, la expresion "punto de fusion térmico (Tm)" se refiere a la temperatura, bajo
fuerza id6nica definida, pH y concentracion de acido nucleico, a la que el 50 % de los oligonuclettidos
complementarios a la secuencia diana hibridan con la secuencia diana en equilibrio. Normalmente, condiciones
rigurosas seran aquellas en las que la concentracién de sales es la concentracion de iébn Na (u otras sales) de al
menos aproximadamente 0,01 a 1,0 M a pH de 7,0 a 8,3, y la temperatura es al menos aproximadamente 30 °C para
oligonucleétidos cortos (por ejemplo, de 10 a 50 nucledtidos). También pueden lograrse condiciones rigurosas con la
adicion de agentes desestabilizantes, tales como formamida.

Como se usa en el presente documento, "modulaciéon” significa tanto un aumento (estimulacién) como una
disminucion (inhibicion) en la expresion de un gen.

El término "variante", cuando se usa en el contexto de una secuencia de polinucledtidos, puede englobar incluir una
secuencia de polinucledtidos relacionada con un gen no mutante. Esta definicién también puede incluir, por ejemplo,
variantes "alélicas", de "corte y empalme", de "especie" o "polimérficas". Una variante de corte y empalme puede
tener identidad significativa con una molécula de referencia, pero generalmente tendrd un mayor o menor nimero de
polinucleétidos debido al corte y empalme alterativo de exones durante el procesamiento de ARNm. El polipéptido
correspondiente puede poseer dominios funcionales adicionales o una ausencia de dominios. Las variantes de
especie son secuencias de polinucledtidos que varian de una especie a otra. Son de particular utilidad en la
divulgacion variantes de productos génicos no mutantes de tipo silvestre. Las variantes pueden resultar de al menos
una mutacién en la secuencia de acidos nucleicos y pueden producir ARNm alterados o polipéptidos cuya estructura
o funcién puede o puede no alterarse. Cualquier gen natural o recombinante dado puede tener ninguna, una o
muchas formas alélicas. Los cambios mutacionales comunes que dan lugar a variantes se atribuyen generalmente a
deleciones, adiciones o0 sustituciones naturales de nucleétidos. Cada uno de estos tipos de cambios puede
producirse solo, o en combinacion con los otros, una 0 mas veces en una secuencia dada.

Los polipéptidos resultantes generalmente tendran identidad significativa de aminoacidos los unos con respecto a los
otros. Una variante polimoérfica es una variacion en la secuencia de polinucleétidos de un gen particular entre
individuos de una especie dada. Las variantes polimorficas también pueden incluir "polimorfismos de un Unico
nucleotido" (SNP), o mutaciones de una Unica base en las que la secuencia de polinucleétidos varia una base. La
presencia de SNP puede ser indicativa de, por ejemplo, una cierta poblacién con una propension por una patologia,
que es susceptibilidad frente a resistencia.

Los polinucleétidos derivados incluyen acidos nucleicos sometidos a modificacion quimica, por ejemplo, sustitucion
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de hidrégeno por un grupo alquilo, acilo o amino. Los derivados, por ejemplo, oligonucledtidos derivados, pueden
comprender porciones que no existen de forma natural, tales como restos de azlcar alterados o enlaces interazlcar.
A modo de ejemplo, entre éstos estan fosforotioato y otras especies que contienen azufre que se conocen en la
técnica. Los acidos nucleicos derivados también pueden contener etiquetas, que incluyen radionucleétidos, enzimas,
agentes fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, agentes cromogénicos, sustratos, cofactores, inhibidores,
particulas magnéticas y similares.

Un polipéptido o péptido "derivado” es uno que se modifica, por ejemplo, por glicosilacion, pegilacién, fosforilacion,
sulfatacion, reduccion/alquilacion, acilacion, acoplamiento quimico o tratamiento suave con formalina. Un derivado
también puede modificarse para contener una etiqueta detectable, tanto directa como indirectamente, incluyendo,
pero sin limitacién, un radiois6topo, etiqueta fluorescente y enzimatica.

Como se usa en el presente documento, el término "animal” o "paciente" pretende incluir, por ejemplo, seres
humanos, ovejas, alces, venados, ciervos mulos, visones, mamiferos, monos, caballos, ganado vacuno, cerdos,
cabras, perros, gatos, ratas, ratones, aves, pollo, reptiles, peces, insectos y aracnidos.

"Mamifero" incluye mamiferos de sangre caliente que normalmente estan bajo cuidado médico (por ejemplo, seres
humanos y animales domesticados). Los ejemplos incluyen felinos, caninos, equinos, bovinos y humanos, asi como
Unicamente humanos.

"Tratar" o "tratamiento” incluye el tratamiento de una patologia en un mamifero, e incluye: (a) prevenir que se
produzca la patologia en un mamifero, en particular, cuando tal mamifero tiene predisposicion a la patologia, pero
todavia no se ha diagnosticado que la tenga; (b) inhibir la patologia, por ejemplo, detener el desarrollo; y/o (c) aliviar
la patologia, por ejemplo, causando la regresién de la patologia hasta que se alcance un criterio de valoracion
deseado. Tratar también incluye la mejora de un sintoma de una enfermedad (por ejemplo, reducir el dolor o
molestia), en el que tal mejora puede o no afectar directamente a la enfermedad (por ejemplo, causa, transmision,
expresion, etc.).

Como se usa en el presente documento, el término "cancer" se refiere a todos los tipos de cancer o neoplasia o
tumores malignos que se encuentran en mamiferos, incluyendo, pero sin limitacion: leucemias, linfomas,
melanomas, carcinomas y sarcomas. El propio cancer se manifiesta como un "tumor" o tejido que comprende células
malignas del cancer. Los ejemplos de tumores incluyen sarcomas y carcinomas, tales como, pero sin limitacion:
fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma,
endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing,
leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de ovario,
cancer de préstata, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de
las glandulas sudoriparas, carcinoma de las glandulas sebéaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares,
cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma,
carcinoma de las vias biliares, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer de cuello
uterino, tumor testicular, carcinoma de pulmén, carcinoma de pulmén de células pequefias, carcinoma de vejiga,
carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma,
hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma y retinoblastoma.
Los céanceres adicionales que pueden tratarse por la composicién desvelada de acuerdo con la divulgacién incluyen,
pero sin limitacion, por ejemplo, linfoma no Hodgkin, mieloma multiple, neuroblastoma, cancer de mama, cancer de
ovario, cancer de pulmén, rabdomiosarcoma, trombocitosis primaria, tumores de pulmén de células pequefias de
macroglobulinemia primaria, tumores cerebrales primarios, cancer de estémago, cancer de colon, insulanoma
pancreatico maligno, carcinoide maligno, cancer de vejiga urinaria, lesiones cutaneas premalignas, cancer testicular,
linfomas, cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer del es6fago, cancer de tracto genitourinario, hipercalcemia
maligna, cancer del cuello uterino, cancer endometrial, cancer cortical adrenal y cancer de prostata.

"Enfermedad o trastorno neurolégico" se refiere a cualquier enfermedad o trastorno del sistema nervioso y/o del
sistema visual. "Enfermedad o trastorno neuroldgico" incluye una enfermedad o trastornos que implican al sistema
nervioso central (cerebro, tronco encefalico y cerebelo), el sistema nervioso periférico (incluyendo nervios
craneales), y el sistema nervioso autdbnomo (partes del cual estan situadas tanto en el sistema nervioso central como
el periférico). Los ejemplos de trastornos neuroldgicos incluyen, pero sin limitacion, dolor de cabeza, estupor y coma,
demencia, convulsiones, trastornos del suefio, traumatismo, infecciones, neoplasias, neurooftalmologia, trastornos
del movimiento, enfermedades desmielinizantes, trastornos de la médula espinal, y trastornos de los nervios
periféricos, uniones musculares y neuromusculares. La enfermedad de adiccion y metal, incluyen, pero sin limitacion,
trastorno bipolar y esquizofrenia, también se incluyen en la definicion de trastorno neuroldgico. La siguiente es una
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lista de varios trastornos neurolégicos, sintomas, signos y sindromes que pueden tratarse usando composiciones y
métodos de acuerdo con la presente divulgacion: afasia epileptiforme adquirida; encefalomielitis diseminada aguda;
adrenoleucodistrofia; degeneracién macular relacionada con la edad; agenesia del cuerpo calloso; agnosia;
sindrome de Aicardi; enfermedad de Alexander; enfermedad de Alpers; hemiplejia alterna; demencia vascular;
esclerosis lateral amiotréfica; anencefalia; sindrome de Angelman; angiomatosis; anoxia; afasia; apraxia; quistes
aracnoideos; aracnoiditis; malformacién de Anronl-Chiari; malformacion arteriovenosa; sindrome de Asperger; ataxia;
telegiectasia; trastorno de hiperactividad por déficit de atencion; autismo; disfuncién autonémica; dolor de espalda;
enfermedad de Batten; enfermedad de Behcet; paralisis de Bell; blefaroespasmo esencial benigno; amiotrofia focal
benigna; hipertensiéon intracraneal benigna; enfermedad de Binswanger; blefaroespasmo; sindrome de Bloch
Sulzberger; lesién del plexo braquial; absceso del cerebro; lesion cerebral; tumores cerebrales (incluyendo
glioblastoma multiforme); tumor espinal; sindrome de Brown-Séquard; enfermedad de Canavan; sindrome del tunel
carpiano; causalgia; sindrome de dolor central; mielinolisis central pontina; trastorno cefalico; aneurisma cerebral;
arteriosclerosis cerebral; atrofia cerebral; gigantismo cerebral; paralisis cerebral; enfermedad de Charcot-Marie-
Tooth; neuropatia inducida por la quimioterapia y dolor neuropatico; malformacién de Chiari; corea; polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica; dolor crénico; sindrome de dolor regional crénico; sindrome de Coffin Lowry;
coma, incluyendo estado vegetativo persistente; diplejia facial congénita; degeneracion corticobasal; arteritis craneal;
craneosinostosis; enfermedad de Creutzfeldt-Jakob; trastornos traumaticos acumulativos; sindrome de Cushing;
enfermedad por cuerpos de inclusion citomegalica; infeccién por citomegalovirus; sindrome de ojos y pies bailarines;
sindrome de Dandy-Walker; enfermedad de Dawson; sindrome de De Morsier; paralisis de Dejerine-Klumke;
demencia; dermatomiositis; neuropatia diabética; esclerosis difusa; disautonomia; disgrafia; dislexia; distonias;
encefalopatia epiléptica infantil temprana; sindrome de silla turca vacia; encefalitis; encefaloceles; angiomatosis
encefalotrigeminal; epilepsia; paralisis de Erb; temblor esencial; enfermedad de Fabry; sindrome de Fahr; desmayo;
paralisis espastica familiar; convulsiones febriles; sindrome de Fisher; ataxia de Friedreich; demencia fronto-temporal
y otras "tauopatias"; enfermedad de Gaucher; sindrome de Gerstmann; arteritis de células gigantes; enfermedad de
inclusién de células gigantes; leucodistrofia de células globoides; sindrome de Guillain-Barre; mielopatia asociada a
HTLV-1; enfermedad de Hallervorden-Spatz; lesion en la cabeza; dolor de cabeza; espasmo hemifacial; paraplegia
espéstica hereditaria; heredopatia atactica polineuritiformis; herpes zoster o6tico; herpes zoster; sindrome de
Hirayama; demencia y neuropatia asociadas al VIH (también manifestaciones neurologicas del SIDA);
holoprosencefalia; enfermedad de Huntington y otras enfermedades de repeticion de poliglutamina; hidranencefalia;
hidrocefalia; hipercortisolismo; hipoxia; encefalomielitis mediada inmune; miositis por cuerpos de inclusion;
incontinencia pigmentaria; enfermedad por almacenamiento de acido fitanico infantil; enfermedad de refsum infantil;
espasmos infantiles; miopatia inflamatoria; quiste intracraneal; hipertension intracraneal; sindrome de Joubert;
sindrome de Keams-Sayre; enfermedad de Kennedy; sindrome de Kinsboume; sindrome de Klippel Feil; enfermedad
de Krabbe; enfermedad de Kugelberg-Welander; kuru; enfermedad de Lafora; sindrome miasténico de Lambert-
Eaton; sindrome de Landau-Kleffner; sindrome medular lateral (Wallenberg); problemas de aprendizaje; enfermedad
de Leigh; sindrome de Lennox-Gustaut; sindrome de Lesch-Nyhan; leucodistrofia; demencia de cuerpos de Lewy;
Lisencefalia; sindrome de enclaustramiento: enfermedad de Lou Gehrig (es decir, enfermedad de neuronas motoras
0 esclerosis lateral amiotréfica); enfermedad lumbar del disco; secuelas neuroldgicas de la enfermedad de Lyme;
enfermedad de Machado-Joseph; macrencefalia; megalencefalia; sindrome de Melkersson-Rosenthal; enfermedad
de Menieres; meningitis; enfermedad de Menkes; leucodistrofia metacromética; microcefalia; migrafia; sindrome de
Miller Fisher; mini-apoplejias; miopatias mitocondriales; sindrome de Mobius; amiotrofia monomélica; enfermedad de
neuronas motoras; enfermedad de Moyamoya; mucopolisacaridosis; demencia por multi-infarto; neuropatia motora
multifocal; esclerosis miltiple y otros trastornos desmielinizantes; atrofia del sistema miltiple con hipotensién
postural; distrofia muscular; miastenia gravis; esclerosis mielinoclastica difusa; encefalopatia miocldnica de lactantes;
mioclonia; miopatia; miotonia congénita; narcolepsia; neurofibromatosis; sindrome neuroléptico maligno;
manifestaciones neuroldgicas del SIDA; secuelas neuroldgicas del lupus; neuromiotonia; lipofuscinosis neuronal
ceroidea; trastornos de migracién neuronal; enfermedad de Niemann-Pick; sindrome de O'Sullivan-McLeod,;
neuralgia occipital; secuencia de disrafismo espinal oculto; sindrome de Ohtahara; atrofia olivopontocerebelar;
opsoclono mioclono; neuritis dptica; hipotensién otostatica; sindrome de uso excesivo; parestesia; enfermedad o
trastorno neurodegenerativo (enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer,
esclerosis lateral amiotrofica (ALS), demencia, esclerosis multiple y otras enfermedades y trastornos asociados a la
muerte de las células neuronales); paramiotonia congénita; enfermedades paraneoplasicas; ataques paroxisticos;
sindrome de Parry Romberg; enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher; paralisis periddicas; neuropatia periférica;
neuropatia dolorosa y dolor neuropatico; estado vegetativo persistente; trastornos generalizados del desarrollo;
reflejo del estornudo fético; enfermedad por almacenamiento de &acido fitanico; enfermedad de Pick; nervio
pellizcado; tumores pituitarios; polimiositis; porencefalia; sindrome post-polio; neuralgia posherpética;
encefalomielitis postinfecciosa; hipotension postural; sindrome de Prader-Willi; esclerosis lateral primaria;
enfermedades por priones; atrofia hemifacial progresiva; leucoencefalopatia multifocal progresiva; polidistrofia
esclerosante progresiva; pardlisis supranuclear progresiva; pseudotumor cerebral; sindrome de Ramsay-Hunt (tipos |
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y 1l); encefalitis de Rasmussen; sindrome de distrofia simpatica refleja; enfermedad de Refsum; trastornos de
movimiento repetitivo; lesiones por esfuerzo repetitivo; sindrome de piernas inquietas; mielopatia asociada a
retrovirus; sindrome de Rett; sindrome de Reye; baile de San Vito; enfermedad de Sandhoff; enfermedad de
Schilder; esquizencefalia; displasia septo-6ptica; sindrome del bebé sacudido; culebrilla; sindrome de Shy-Drager;
sindrome de Sjogren; apnea del suefio; sindrome de Soto; espasticidad; espina bifida; lesiéon de la médula espinal;
tumores de la médula espinal; atrofia muscular espinal; sindrome de la persona rigida; ictus; sindrome de Sturge-
Weber; panencefalitis esclerosante subaguda: encefalopatia ateriosclerética subcortical; corea de Sydenham;
sincope; siringomielia; discinesia tardia; enfermedad de Tay-Sachs; arteritis temporal; sindrome de la médula espinal
anclada; enfermedad de Thomsen; sindrome del opérculo toracico; neuralgia del trigémino; paralisis de Todd;
sindrome de Tourette; ataque isquémico transitorio; encefalopatias espongiformes transmisibles; mielitis transversal;
lesion cerebral traumatica; temblor; neuralgia trigeminal; paraparesia espastica tropical; esclerosis tuberosa;
demencia vascular (demencia multi-infarto); vasculitis incluyendo arteritis temporal; enfermedad de Von Hippel-
Lindau; sindrome de Wallenberg; enfermedad de Werdnig-Hoffman; sindrome de West; latigazo cervical; sindrome
de Williams; enfermedad de Wildon; y sindrome de Zellweger.

Una "inflamacion" se refiere a afecciones y inflamatorias sistémicas y afecciones asociadas a la migracion y
atraccion de monaocitos, leucocitos y/o neutrofilos. Los ejemplos de inflamacion incluyen, pero sin limitacion,
inflamacién resultante de infeccion con organismos patdgenos (incluyendo bacterias gram-positivas, bacterias gram-
negativas, virus, hongos y pardsitos, tales como protozoos y helmintos), rechazo al trasplante (incluyendo rechazo
de drganos sodlidos, tales como rifion, higado, corazén, pulmén o cornea, asi como rechazo de trasplantes médula
Osea incluyendo enfermedad de injerto contra huésped (GVHD)), o de reacciones autoinmunes o alérgicas crénicas
0 agudas localizadas. Las enfermedades autoinmunes incluyen glomerulonefritis aguda; artritis reumatoide o
reactiva; glomerulonefritis cronica; enfermedades inflamatorias del intestino, tales como enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa y enterocolitis necrotizante; sindromes asociados a la transfusion de granulocitos; dermatosis inflamatoria,
tales como dermatitis por contacto, dermatitis atopica, psoriasis; lupus eritematoso sistémico (SLE), tiroiditis
autoinmune, esclerosis mudltiple, y algunas formas de diabetes, o cualquier otro estado autoinmune en el que el
ataque por el sistema inmune del propio sujeto dé como resultado una destruccion tisular patologica. Las reacciones
alérgicas incluyen asma alérgica, bronquitis cronica, hipersensibilidad aguda y retardada. Las patologias
inflamatorias sistémicas incluyen inflamacion asociada a trauma, quemaduras, reperfusion tras eventos isquémicos
(por ejemplo, eventos trombéticos en corazon, cerebro, intestinos o vasculatura periférica, incluyendo infarto de
miocardio e ictus), sepsis, ARDS o sindrome de disfuncién orgédnica mdltiple. El reclutamiento de células
inflamatorias también se produce en las placas ateroscleréticas. La inflamacién incluye, pero sin limitacion, linfoma
no Hodgkin, granulomatosis de Wegener, tiroiditis de Hashimoto, carcinoma hepatocelular, atrofia del timo,
pancreatitis cronicas, artritis reumatoide, hiperplasia linfoide reactiva, osteoartritis, colitis ulcerosa, carcinoma papilar,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, colecistitis aguda, colecistitis cronica, cirrosis, sialadenitis cronica, peritonitis,
pancreatitis aguda, pancreatitis crénica, Gastritis cronica, adenomiosis, endometriosis, cervicitis aguda, cervicitis
cronica, hiperplasia linfoide, esclerosis mudltiple, hipertrofia secundaria a purpura trombocitopénica idiopatica,
nefropatia IgA primaria, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, enfisema pulmonar, pielonefritis cronica, y cistitis
crénica.

Una enfermedad o trastorno cardiovascular incluye aquellos trastornos que pueden causar isquemia 0 estan
causados por reperfusion del corazon. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, aterosclerosis, enfermedad arterial
coronaria, miocarditis granulomatosa, miocarditis cronica (no granulomatosa), cardiomiopatia hipertréfica primaria,
enfermedad arterial periférica (PAD), ictus, angina de pecho, infarto de miocardio, dafio del tejido cardiovascular
causado por parada cardiaca, dafio del tejido cardiovascular causado por derivacion coronaria, choque cargiogénico,
y afecciones relacionadas que se conoceran por los expertos en la técnica o que implicaran una disfuncion de o
dafo tisular al corazén o la vasculatura, especialmente, pero sin limitacién, dafio tisular relacionado con una
activaciéon de un gen antivirico. Las enfermedades del sistema cardiovascular incluyen, pero sin limitacion,
aterosclerosis, miocarditis granulomatosa, infarto de miocardio, fibrosis del miocardio secundaria a enfermedad
cardiaca valvular, fibrosis del miocardio sin infarto, cardiomiopatia hipertréfica primaria, y miocarditis cronica (no
granulomatosa).

Los ejemplos de virus que causan enfermedades del paciente comprenden: virus del herpes, tales como, por
ejemplo, alfa-herpesvirus (por ejemplo, virus simple del herpes 1 (VHS-1), virus simple del herpes 2 (VHS-2), virus
Varicela-Zdéster (VVZ), beta-Herpesvirus (por ejemplo, Citomegalovirus (CMV), virus del Herpes 6 (HHV-6)), Gamma-
herpesvirus (por ejemplo, virus de Epstein-Barr (VEB), virus del Herpes 8 (HHV-8), virus de la hepatitis (por ejemplo,
virus de la hepatitis A; virus de la hepatitis B; virus de la hepatitis C; virus de la hepatitis D; virus de la hepatitis E),
retrovirus (por ejemplo, virus de la inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1)), ortomixovirus (por ejemplo, virus de la gripe
A, B y C), paramixovirus, virus respiratorio sincitial (VRS), virus de Parainfluenza (Pl) (por ejemplo, virus de la
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parotiditis, virus del sarampion), Togavirus (por ejemplo, virus de la rubéola), Picornavirus (por ejemplo, Enterovirus,
Rinovirus, Coronavirus), Papovavirus (por ejemplo, Virus del Papiloma Humano (VPH); Poliomavirus (BKV y 1CV);
virus de la gastroenteritis), Filoviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae, Flaviviridae.

Los ejemplos de bacterias que causan enfermedades bacterianas comprenden: Staphylococcus aureus: las cepas
incluyen las resistentes a la meticilina (MRSA), las resistentes a la meticilina-vancomicina (VMRSA) y las resistentes
a la vancomicina intermedia (VISA); Staphylococcus epidermidis; Enterococcus faecalis y E. faecium: las cepas
incluyen las resistentes a vancomicina (VRE); Streptococcus pneumoniae; Pseudomonas aeruginosa; Burkholdia
cepacia; Xanthomonas maltophila; Escherichia coli; Enterobacter spp.; Klebsiella pneumoniae; Salmonella spp.

Composiciones y moléculas de polinucleétidos y oligonucleétidos
Dianas

En un aspecto, las dianas comprenden secuencias de acido nucleico de un gen antivirico, incluyendo, sin limitacion,
secuencias no codificantes y/o codificantes sentido y/o antisentido asociadas al gen antivirico.

En un aspecto, las dianas comprenden secuencias de acido nucleico de RIG1, incluyendo, sin limitacion, secuencias
no codificantes y/o codificantes sentido y/o antisentido asociadas al gen RIG1.

En un aspecto, las dianas comprenden secuencias de &cido nucleico de MDAS5, incluyendo, sin limitacion,
secuencias no codificantes y/o codificantes sentido y/o antisentido asociadas al gen MDAS5.

En un aspecto, las dianas comprenden secuencias de acido nucleico de IFNAL, incluyendo, sin limitacion,
secuencias no codificantes y/o codificantes sentido y/o antisentido asociadas al gen IFNAL.

El producto del gen | inducible por &cido retinoico (RIG-1) se ha identificado como un sensor celular de la infeccion
del virus de ARN que da como resultado la induccidon del interferén beta (IFN-B). Sin embargo, se sabe que muchos
virus codifican productos viricos que inhiben la produccion de IFN-B. En el caso del virus de la influenza A, la
proteina no estructural 1 virica (NS1) evita la induccion del promotor de IFN-B inhibiendo la activacion de los factores
de transcripcion, incluyendo IRF-3, implicados en la activacion transcripcional de IFN-B. Las propiedades inhibidoras
de NS1 parecen ser debidas, al menos en parte, a su unidon al ARN bicatenario (dsRNA), dando como resultado el
secuestro de este mediador virico de la activacion de RIG-I.

El gen | inducible por &cido retinoico (RIG-1) y el gen 5 asociado a la diferenciacion del melanoma (MDAS5) son
helicasas citoplasmaticas de caja DEx(D/H) que pueden detectar productos viricos intracelulares tales como ARN
gendmico (ARNv) para sefialar la produccion de IFN-/~ en células infectadas. La sefializacion por cada uno se
produce a través de las interacciones del dominio de activacion de la caspasa homotipica y de reclutamiento (CARD)
con la proteina adaptadora del factor estimulador del promotor de interferon 1 (IPS-1), que recluta RIG-I y MDA5 con
respecto a la membrana externa de la mitocondria como parte de un complejo de sefalizacion macromolecular que
sirve para activar los factores reguladores de interferon (IRF) aguas abajo y otros factores de transcripcién que
inducen la expresion de IFN-/~ e ISG. Aunque RIG-I y MDA5 pueden compartir similares caracteristicas de
sefializacion y homologia estructural, la acumulaciéon de pruebas sugiere que las dos helicasas pueden discriminar
entre diferentes ligandos para activar la respuesta inmune innata a los virus de ARN. La sefializacién por RIG-I se
activa durante la infeccion por una serie de virus de ARN y por la presencia de ARN sintético transcrito in vitro. Mas
recientemente, RIG-I se ha visto implicado en el reconocimiento de restos de ARN que albergan extremos de
trifosfato 5' o de ARN que asumen estructuras secundarias complejas. Por el contrario, la sefializacion por MDA5S se
activa de manera Unica durante las infecciones por picornavirus o en presencia de un polimero de ARN sintético que
consiste en hebras de hibridacion de inosina y citosina, poli(l:C).

Las células de melanoma humano pueden reprogramarse para diferenciarse terminalmente y perder
irreversiblemente la capacidad proliferativa mediante una manipulacion farmacoldgica apropiada. La hibridacion de
sustraccion identificd el gen 5 asociado a la diferenciacién del melanoma (mda-5) como un gen inducido durante la
diferenciacion, la reversion del cancer y la muerte celular programada (apoptosis). Este gen contiene tanto un
dominio de reclutamiento de caspasa como dominios putativos de ARN helicasa del grupo DExH. Los motivos
helicasa atipicos de DMDA-5 se desvian de secuencias de consenso pero estan bien conservados en un grupo
potencialmente nuevo de proteinas clonadas e hipotéticas. Mda-5 es un gen de respuesta temprana inducible por
IFN y factor de necrosis tumoral-a, que responde predominantemente a IFN-~. La activacion de proteina cinasa C
por mezereina aumenta adicionalmente la expresion de mda-5 inducida por IFN-~. La expresién de mda-5 esta
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controlada transcripcionalmente por IFN-~, y la proteina MDA-5 se localiza en el citoplasma. Mda-5 muestra
actividad ATPasa dependiente de ARN, y la expresion ectdpica de mda5 en células de melanoma humano inhibe la
formacion de colonias. En estos contextos, mda-5 puede funcionar como un mediador de la inhibicién del
crecimiento inducido por IFN y/o la apoptosis. MDA-5 es una ATPasa dependiente de ARN bicatenario que contiene
tanto un dominio de reclutamiento de caspasa como motivos de ARN helicasa, con una asociacién confirmada con el
crecimiento y la diferenciacion en células de melanoma humano.

Se ha avanzado en la comprensién de las bases moleculares de las acciones antiviricas de los interferones (IFN),
asi como en las estrategias desarrolladas por los virus para antagonizar las acciones de los IFN. Ademas, los
avances logrados en la elucidacién del sistema de IFN han contribuido significativamente a la comprension en
multiples areas de virologia y biologia de células moleculares, desde las rutas de transduccion de sefial hasta los
mecanismos bioquimicos de control transcripcional y traslacional a las bases moleculares de la patogénesis virica.
Los IFN son terapias aprobadas y han pasado del laboratorio de investigacion basico a la clinica. Entre las proteinas
inducidas por IFN importantes en las acciones antiviricas de los IFN se encuentran la proteina cinasa dependiente
de ARN (PKR), la 2'5-oligoadenilato sintetasa (OAS) y la RNasa L, y las GTPasas de proteina Mx. EI ARN
bicatenario desempefia un papel fundamental en la modulacion de la fosforilacion de proteinas y la degradacion del
ARN catalizada por la PKR cinasa inducible por IFN y la RNasa L dependiente de 2'-5-oligoadenilato,
respectivamente, y también en la edicién de ARN por la adenosina desaminasa especifica de ARN (ADAR1)
inducible por IFN. IFN induce también una forma de Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS2) y las principales
proteinas de complejo de histocompatibilidad de clase | y Il, todas las cuales desempefian un papel importante en la
respuesta inmunitaria a las infecciones. Se han identificado varios genes adicionales cuyos perfiles de expresion se
alteran en respuesta al tratamiento con IFN y la infeccion por virus mediante analisis de micromatrices. La
disponibilidad de cDNA y clones gendmicos para muchos de los componentes del sistema de IFN, incluyendo IFN-
alfa, IFN-beta e IFN-gamma, sus receptores, Jak y Stat y componentes de transduccion de sefial IRF, y proteinas
tales como PKR, 2,5-0OAS, Mx y ADAR, cuya expresién esta regulada por IFN, ha permitido la generacion de
proteinas mutantes, células que sobreexpresan diferentes formas de las proteinas, y animales en los que su
expresion se ha interrumpido por la alteracion de genes dirigidos. El uso de estos reactivos del sistema de IFN, tanto
en cultivo celular como en animales enteros, sigue aportando importantes contribuciones a la comprension de la
interaccion virus-huésped y la respuesta antivirica celular.

Los interferones (IFN) estan implicados en numerosas interacciones inmunes durante las infecciones viricas y
contribuyen tanto a la induccion como a la regulacién de mecanismos antiviricos innatos y adaptativos. Los IFN
desempefian un papel fundamental en el resultado de una infeccion virica, como se demuestra por la resistencia
deteriorada contra diferentes virus en ratones deficientes para los receptores IFNAR-2 e IFNGR. Durante las
infecciones viricas, los IFN estan implicados en numerosas interacciones inmunes como inductores, reguladores y
efectores tanto de mecanismos antiviricos innatos como adaptativos. El IFN-alfa/beta se produce rapidamente
cuando los factores viricos, tales como las glicoproteinas de la envoltura, ADN de CpG o el dsRNA, interactian con
receptores de reconocimiento de patrones celulares (PRR), tales como receptores de manosa, receptores de tipo toll
(TLR) y receptores citosolicos. Estas interacciones huésped-virus sefialan aguas abajo para activar los factores de
transcripcidon necesarios para conseguir la expresion a partir de los genes IFN-alfa/beta. Estos incluyen el factor
regulador de IFN 3 (IRF-3), IRF-5, IRF-7, c-Jun/ATF-2 y NF-kappaB.

Por el contrario, IFN-gamma es inducido por la estimulacion mediada por receptores o en respuesta a citocinas
producidas tempranamente, incluyendo interleucina-2 (IL-12), IL-18 e IFN-alfa/beta, o por estimulacion a través de
receptores de linfocitos T (TCR) o receptores de células asesinas naturales (NK). Los IFN sefialan a través de los
receptores transmembrana, activando principalmente las rutas Jak-Stat, pero también otras rutas de transduccion de
sefial. La expresién de IFN-gamma inducida por citocinas y TCR usa distintas rutas de transduccion de sefial que
implican tales factores de transcripcion como NFAT, Stats y NF-kappaB. Esto da lugar a la induccién y activacion de
numerosos factores antiviricos intrinsecos, tales como la proteina cinasa activada por ARN (PKR), el sistema 2-5A,
las proteinas Mx y varias rutas apoptéticas. Ademas, los IFN modulan distintos aspectos de la inmunidad tanto
innata como adaptativa. Por lo tanto, IFNalfa/beta e IFN-gamma afectan a las actividades de los macrofagos, las
células NK, las células dendriticas (CD) y los linfocitos T, mejorando la presentacion de antigenos, el trafico de
células y la diferenciacion celular y los perfiles de expresion, dando como resultado finalmente funciones efectoras
antiviricas mejoradas.

En algunos aspectos, se usan oligonucleétidos antisentido para prevenir o tratar enfermedades o trastornos
asociados a los miembros de la familia de un gen antivirico. Las enfermedades o trastornos mediados por un gen
antivirico ejemplares que pueden tratarse con células/tejidos regenerados a partir de células madre obtenidas
usando los compuestos antisentido comprenden: cancer, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad, trastorno o

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2618576 T3

una afeccion causada por un agente infeccioso (por ejemplo, incluyendo virus, bacterias, hongos, protozoos, etc.),
una enfermedad virica, inflamacién, artritis, psoriasis, una enfermedad o trastorno neuroldgico, una enfermedad o
trastorno del sistema inmunitario, una enfermedad o trastorno autoinmune, una enfermedad de inmunodeficiencia,
una alergia, psoriasis, enfermedades neurolégicas, una enfermedad o trastorno renal, una enfermedad o trastorno
cardiovascular, una enfermedad o trastorno muscular, aterosclerosis, diabetes, una enfermedad o trastorno hepatico,
y una enfermedad transmisible.

En otro aspecto, los oligonucleétidos antisentido modulan la expresién, cantidades in vivo y/o la funcion de un gen
antivirico en pacientes que padecen o estan en riesgo de desarrollar enfermedades o trastornos asociados a genes
antiviricos.

En otro ejemplo, el metapneumovirus humano (HMPV) es un patdégeno recientemente descubierto que causa una
proporcion  significativa de infecciones respiratorias en bebés pequefios, ancianos y pacientes
inmunocomprometidos. La modulaciéon de la expresion y/o funcién de RIG-I modula la infeccion virica mediante
diversos mecanismos, incluyendo, por ejemplo, la destruccién de la secuencia gendmica virica. Por lo tanto, los
oligonucleétidos antisentido de RIG-1 tendran un gran valor terapéutico en el desarrollo de agentes antiviricos.

En un aspecto, la modulacién del gen | inducible por acido retinoico (RIG-I) detecta y destruye los genomas viricos.
En otro aspecto, la modulacién del gen | inducible por &cido retinoico (RIG-I) previene o trata contra las infecciones
viricas en pacientes.

En un aspecto, los oligonucledtidos son especificos para polinucleétidos de un gen antivirico, que incluye, sin
limitacién, regiones no codificantes. Las dianas de un gen antivirico comprenden variantes de un gen antivirico;
mutantes de un gen antivirico, incluyendo SNP; secuencias no codificantes de un gen antivirico; alelos, fragmentos y
similares. Preferiblemente, el oligonucleétido es una molécula ARN antisentido.

De acuerdo con aspectos de la divulgacion, la molécula de acido nucleico diana no se limita a polinuclettidos de un
gen antivirico en solitario, sino que se extiende a cualquiera de las isoformas, receptores, homologos, regiones no
codificantes y similares de un gen antivirico.

En otro aspecto, un oligonucledtido se dirige a una secuencia antisentido natural (antisentido natural para las
regiones codificantes y no codificantes) de dianas de un gen antivirico, incluyendo, sin limitacién, variantes, alelos,
homélogos, mutantes, derivados, fragmentos y secuencias complementarias a los mismos. Preferiblemente, el
oligonucledtido es una molécula de ARN o de ADN antisentido.

En otro aspecto, los compuestos oligoméricos de la presente divulgacion también incluyen variantes en las que una
base diferente estd presente en una o mas de las posiciones de nucleétido en el compuesto. Por ejemplo, si el
primer nucleétido es una adenina, pueden producirse variantes que contienen timidina, guanosina, citidina u otros
nucleétidos naturales o no naturales en esta posiciéon. Esto puede hacerse en cualquiera de las posiciones del
compuesto antisentido.

En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad, entre el compuesto antisentido y
la diana, es de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 60 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad
de secuencia o complementariedad es de aproximadamente el 60 % a aproximadamente el 70 %. En algunos
aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad es de aproximadamente el 70% a
aproximadamente el 80%. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad es de
aproximadamente el 80% a aproximadamente el 90%. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencias
0 complementariedad es de aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 %, o aproximadamente el 100 %.

Un compuesto antisentido es especificamente hibridable cuando la unidn del compuesto al &cido nucleico diana
interfiere con la funcion normal del acido nucleico diana para producir una pérdida de actividad, y hay un grado de
complementariedad suficiente para evitar la uniéon no especifica del compuesto antisentido a secuencias de acidos
nucleicos no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica. Tales condiciones incluyen, es decir,
condiciones fisiologicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y condiciones en las que se realizan
los ensayos en el caso de ensayos in vitro.

Un compuesto antisentido, tanto ADN, ARN, quimérico, sustituido, etc., es especificamente hibridable cuando la
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unién del compuesto a la molécula de ADN o de ARN diana interfiere con la funcion normal del ADN o ARN diana
para producir una pérdida de utilidad, y hay un grado de complementariedad suficiente para evitar la unién no
especifica del compuesto antisentido a secuencias no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica,
es decir, en condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en el caso de ensayos
in vitro, en condiciones en las que se realizan los ensayos.

En otro aspecto, el direccionamiento de un gen antivirico que incluye, sin limitaciéon, secuencias antisentido que se
identifican y se expanden, usando por ejemplo, PCR, hibridacién etc., una o0 mas de las secuencias expuestas como
SEQ ID NO: 4 a 9, y similares, modulan la expresion o funcién de un gen antivirico. En un aspecto, la expresién o
funcién estéa regulada por aumento en comparacion con un control. En otro aspecto, la expresion o funcién se regula
por disminucién en comparacion con un control.

En otro aspecto, los oligonucleétidos comprenden secuencias de acidos nucleicos expuestas como SEQ ID NO: 10 a
30 que incluyen secuencias antisentido que se identifican y se expanden, usando por ejemplo, PCR, hibridacién, etc.
Estos oligonucledtidos pueden comprender uno o mas nucleétidos modificados, fragmentos méas cortos o mas
largos, enlaces modificados y similares. Los ejemplos de enlaces modificados o enlaces internucleotidicos
comprenden fosforotioato, fosforoditioato o similares. En otro aspecto, los nucleétidos comprenden un derivado de
fésforo. El derivado de fosforo (o grupo fosfato modificado) que puede unirse al resto de azlcar o de analogo de
azucar en los oligonucleotidos modificados de la presente divulgacion puede ser un monofosfato, difosfato, trifosfato,
alquilfosfato, alcanofosfato, fosforotioato y similares. La preparacion de los analogos de fosfato que se han indicado
anteriormente, y su incorporacién en nucleétidos, nucleétidos modificados y oligonucleétidos, también se conoce per
se y no necesita describirse aqui.

La especificidad y sensibilidad de antisentido también se emplea por aquellos expertos en la técnica para usos
terapéuticos. Se han empleado oligonucle6tidos antisentido como restos terapéuticos en el tratamiento de patologias
en animales y el hombre. Los oligonucle6tidos antisentido se han administrado con seguridad y eficazmente a seres
humanos, y estadn actualmente en marcha numerosos ensayos clinicos. Por lo tanto, se establece que los
oligonucledtidos pueden ser modalidades terapéuticas Utiles que pueden configurarse para ser Utiles en pautas de
tratamiento para el tratamiento de células, tejidos y animales, especialmente seres humanos.

En aspectos de la presente divulgacién, los compuestos antisentido oligoméricos, particularmente oligonucleétidos,
se unen a moléculas de acidos nucleicos diana y modulan la expresién y/o funcion de moléculas codificadas por un
gen diana. Las funciones de ADN que van a interferirse comprenden, por ejemplo, replicacién y transcripcion. Las
funciones de ARN que van a interferirse comprenden todas las funciones vitales, tales como, por ejemplo,
translocalizacion del ARN al sitio de traduccidn de proteina, traduccién de proteina desde ARN, corte y empalme del
ARN para producir una o méas especies de ARNm, y actividad catalitica que puede acoplarse en o facilitarse por el
ARN. Las funciones pueden regularse por aumento o inhibirse dependiendo de las funciones deseadas.

Los compuestos antisentido incluyen compuestos antisentido oligoméricos, oligonucledtidos antisentido,
oligonucleétidos de secuencia de guia externa (EGS), agentes de corte y empalme alternativos, cebadores, sondas,
y otros compuestos oligoméricos que hibridan con al menos una porcion del acido nucleico diana. Como tales, estos
compuestos pueden introducirse en forma de compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, parcialmente
monocatenarios, o circulares.

El direccionamiento de un compuesto antisentido a una molécula de acido nucleico particular, en el contexto de la
presente divulgacion, puede ser un proceso multietapa. El proceso normalmente empieza con la identificacion de un
acido nucleico diana cuya funcidn va a modularse. Este acido nucleico diana puede ser, por ejemplo, un gen celular
(o ARNm transcrito del gen) cuya expresion esta asociada a un trastorno o patologia particular, o una molécula de
acido nucleico de un agente infeccioso. En la presente divulgacion, el &cido nucleico diana codifica un gen antivirico.

El proceso de direccionamiento normalmente también incluye la determinacion de al menos una region diana,
segmento, o sitio dentro del acido nucleico diana para que la interaccion antisentido se produzca de forma que
resulte el efecto deseado, por ejemplo, la modulacién de la expresion. Dentro del contexto de la presente
divulgacion, el término "region" se define como una porciéon del &cido nucleico diana que tiene al menos una
estructura, funcién o caracteristica identificable. Dentro de las regiones de acidos nucleicos diana se encuentran los
segmentos. Los "segmentos" se definen como porciones mas pequefias o sub-porciones de regiones dentro de un
acido nucleico diana. "Sitios", como se usa en la presente divulgacion, se definen como posiciones dentro de un
acido nucleico diana.
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En un aspecto, los oligonucleétidos antisentido se unen a las secuencias antisentido naturales de un gen antivirico y
modulan la expresién y/o funciéon de un gen antivirico (SEQ ID NO: 1 a 3). Los ejemplos de secuencias antisentido
incluyen SEQ ID NOS: 4 a 30.

En otro aspecto, los oligonucleétidos antisentido se unen a uno o mas segmentos de polinucledtidos de un gen
antivirico, y modulan la expresiéon y/o funcién de un gen antivirico. Los segmentos comprenden al menos cinco
nucleétidos consecutivos de polinucleétidos sentido o antisentido de un gen antivirico.

En otro aspecto, los oligonucledtidos antisentido son especificos para una secuencia antisentido natural de un gen
antivirico donde la unién de los oligonucleétidos a las secuencias antisentido naturales de un gen antivirico modula
la expresion y/o funcién de un gen antivirico.

En otro aspecto, los compuestos de oligonucleétido comprenden secuencias expuestas como SEQ ID NO: 10 a 30,
secuencias antisentido que se identifican y expanden usando, por ejemplo, PCR, hibridacién etc. Estos
oligonucleétidos pueden comprender uno o mas nucleétidos modificados, fragmentos mas cortos o mas largos,
enlaces modificados y similares. Los ejemplos de enlaces modificados o enlaces internucleotidicos comprenden
fosforotioato, fosforoditioato o similares. En otro aspecto, los nucleétidos comprenden un derivado de fésforo. El
derivado de fésforo (o grupo fosfato modificado) que puede unirse al resto de azlicar o de analogo de azucar en los
oligonucledtidos modificados de la presente divulgacion puede ser un monofosfato, difosfato, trifosfato, alquilfosfato,
alcanofosfato, fosforotioato y similares. La preparacion de los analogos de fosfato que se han indicado
anteriormente, y su incorporacion en nucleétidos, nucleétidos modificados y oligonucleétidos, también se conoce per
se y no necesita describirse aqui.

Ya que, como se conoce en la técnica, el codon de inicio de la traduccién normalmente es 5'-AUG (en moléculas de
ARNmM transcrito; 5-ATG en la molécula de ADN correspondiente), el codon de inicio de la traduccién también se
denomina el "codon AUG", el "coddn de inicio" o el "cod6n de inicio AUG". Una minoria de genes tiene un codén de
inicio de la traduccion que tiene la secuencia de ARN 5-GUG, 5'-UUG o 5-CUG; y se ha mostrado que 5'-AUA, 5'-
ACG y 5'-CUG funcionan in vivo. Por lo tanto, las expresiones "codén de inicio de la traduccion" y "codoén de inicio"
pueden incluir muchas secuencias de coddn, aun cuando el aminoacido iniciador en cada caso normalmente sea
metionina (en eucariotas) o formilmetionina (en procariotas). Los genes eucariotas y procariotas pueden tener dos o
més codones de inicio alternativos, uno cualquiera de los cuales puede utilizarse preferiblemente para el inicio de la
traduccidn en un tipo particular de célula o tejido, o bajo un conjunto particular de condiciones. En el contexto de la
divulgacion, "coddn de inicio" y "coddn de inicio de la traduccién” se refieren al codén o codones que se usan in vivo
para iniciar la traduccion de un ARNm transcrito de un gen que codifica un gen antivirico, independientemente de la
secuencia o secuencias de tales codones. Un codon de terminacion de la traduccion (o "coddn de terminacion”) de
un gen puede tener una de tres secuencias, es decir, 5-UAA, 5-UAG y 5-UGA (las secuencias de ADN
correspondientes son 5-TAA, 5'-TAG y 5'-TGA, respectivamente).

Las expresiones "region de coddn de inicio" y "region de coddn de inicio de la traduccion" se refieren a una porcion
de tal ARNm o gen que incluye de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucle6tidos contiguos en cualquier
direccion (es decir, 5' 0 3') desde un coddn de inicio de la traduccion. De forma similar, las expresiones "region de
codon de terminacion” y "region de codon de terminacion de la traduccion” se refieren a una porcion de un ARNm tal
0 gen que incluye de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucleétidos contiguos en cualquier direccion (es
decir, 5' 0 3') desde un coddén de terminacién de la traduccion. Por consiguiente, la "regién de codén de inicio" (o
"region de codon de inicio de la traducciéon™) y la "regién de coddn de terminacion” (o "region de coddén de
terminacion de la traducciéon") son todas las regiones que pueden ser eficazmente dirigidas como diana con los
compuestos antisentido de la presente divulgacion.

El marco de lectura abierto (ORF) o "region codificante”, que se conoce en la técnica para referirse a la region entre
el codon de inicio de la traduccién y el codon de terminacion de la traduccion, también es una region que puede ser
eficazmente elegida como diana. Dentro del contexto de la presente divulgacion, una region elegida como diana es
la region intragénica que incluye el codén de inicio o de terminacion de la traduccién del marco de lectura abierto
(ORF) de un gen.

Otra regién diana incluye la regién no traducida 5' (5'UTR), conocida en la técnica para referirse a la porcion de un
ARNm en la direccion 5' desde el cod6n de inicio de la traduccién, y que incluye, por lo tanto, nucleétidos entre el
sitio 5' cap y el codén de inicio de la traduccion de un ARNm (o nucledtidos correspondientes en el gen). Aun otra
region diana incluye la region no traducida 3' (3'UTR), conocida en la técnica para referirse a la porciéon de un ARNm
en la direccion 3' desde el codon de terminacion de la traduccién, y que incluye, por lo tanto, nucleétidos entre el
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codon de terminacion de la traduccion y el extremo 3' de un ARNm (o nucleétidos correspondientes en el gen). El
sitio 5' cap de un ARNm comprende un residuo de guanosina N7-metilado unido al residuo 5-most del ARNm
mediante un enlace trifosfato 5'-5'. La regién 5' cap de un ARNm se considera que incluye la propia estructura 5' cap,
asi como los primeros 50 nucledtidos adyacentes al sitio cap. Otra region diana para la presente divulgacion es la
regiéon 5' cap.

Aunque algunas transcripciones ARNm eucariotas se traducen directamente, muchas contienen una o mas regiones,
conocidas como "intrones", que se escinden de una transcripcion antes de que se traduzca. Las regiones restantes
(y, por lo tanto, traducidas) se conocen como "exones" y se cortan y empalman juntas para formar una secuencia de
ARNmM continua. En un caso, el direccionamiento de sitios de corte y empalme, es decir, empalmes intron-exén o
empalmes exdn-intrén, es particularmente Util en situaciones en las que el corte y empalme aberrante participa en la
enfermedad, o donde una produccién en exceso de un producto de corte y empalme particular participa en la
enfermedad. Un empalme de fusién aberrante debido a la transposicién o delecidn es otro aspecto de un sitio diana.
Las transcripciones de ARNm producidas mediante el proceso de corte y empalme de dos (0 mas) ARNm de
diferentes fuentes de genes se conocen como "transcripciones de fusién”. Los intrones pueden direccionarse
eficazmente usando compuestos antisentido dirigidos a, por ejemplo, ADN o pre-ARNm.

En otro aspecto, los oligonucleétidos antisentido se unen a regiones codificantes y/o no codificantes de un
polinucleétido diana y modulan la expresion y/o funcién de la molécula diana.

En otro aspecto, los oligonucledtidos antisentido se unen a polinucledtidos antisentido naturales y modulan la
expresion y/o funcién de la molécula diana.

En otro aspecto, los oligonucledtidos antisentido se unen a polinucleétidos sentido y modulan la expresion y/o
funcién de la molécula diana.

Pueden producirse transcripciones de ARN alternativas a partir de la misma region gendmica de ADN. Estas
transcripciones alternativas se conocen generalmente como "variantes". Mas especificamente, "variantes de pre-
ARNmM" son transcripciones producidas a partir del mismo ADN gendmico que se diferencian de otros transcritos
producidos a partir del mismo ADN gendmico en su posicion de inicio o de parada y contienen tanto secuencia
intronica como exonica.

Tras la escision de una o mas regiones de exdn o intrén, o porciones de las mismas durante el corte y empalme, las
variantes de pre-ARNm producen "variantes de ARNm" mas pequefias. En consecuencia, las variantes de ARNm
son variantes de pre-ARNm procesadas y cada variante de pre-ARNm Unica siempre debe producir una variante de
ARNmM Unica como resultado del corte y empalme. Estas variantes de ARNm también se conocen como "variantes
de corte y empalme alternativas”. Si no se produce el corte y empalme de la variante de pre-ARNm, entonces la
variante de pre-ARNm es idéntica a la variante de ARNm.

Las variantes pueden producirse mediante el uso de sefiales alternativas para la transcripcion de inicio o de
terminacion. Los pre-ARNm y ARNm pueden poseer mas de un coddn de inicio o coddn de terminacion. Las
variantes que se originan a partir de un pre-ARNm o ARNm que usan codones de inicio alternativos se conocen
como "variantes de inicio alternativas" de ese pre-ARNm o ARNm. Aquellos transcritos que usan un codon de
terminacion alternativo se conocen como "variantes de parada alternativas" de ese pre-ARNm o ARNm. Un tipo
especifico de variante de terminacion alternativa es la "variante de poli A", en la que las mdltiples transcripciones
producidas son resultado de la seleccién alternativa de una de las "sefiales de detencion de poliA" por la maquinaria
de transcripcién, produciendo asi transcripciones que terminan en sitios de poliA Unicos. Dentro del contexto de la
divulgacion, los tipos de variantes descritos en el presente documento también son aspectos de &cidos nucleicos
diana.

Las localizaciones en el acido nucleico diana con las que los compuestos antisentido hibridan se definen como al
menos una porcion de 5 nucleétidos de longitud de una regién diana a la que se dirige un compuesto antisentido
activo.

Aunque las secuencias especificas de ciertos segmentos diana ejemplares se exponen en el presente documento,
un experto en la técnica reconocera que éstas sirven para ilustrar y describir casos particulares dentro del alcance
de la presente divulgacion. Los segmentos diana adicionales son facilmente identificables por un experto en la
técnica en vista de la presente divulgacion.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2618576 T3

También se considera que los segmentos diana de 5-100 nucleétidos de longitud que comprenden un estiramiento
de al menos cinco (5) nucledtidos consecutivos seleccionados de dentro de los segmentos diana preferidos son
adecuados para el direccionamiento.

Los segmentos diana pueden incluir secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos los 5 nucledétidos
consecutivos desde el extremo 5' de uno de los segmentos diana ilustrativos (siendo los restantes nucleétidos un
estiramiento consecutivo del mismo ADN o ARN que empieza inmediatamente aguas arriba del extremo 5 del
segmento diana y que continda hasta que el ADN o ARN contenga aproximadamente 5 a aproximadamente 100
nucleétidos). De forma similar, se representan segmentos diana por secuencias de ADN o ARN que comprenden al
menos los 5 nucle6tidos consecutivos desde el extremo 3' de uno de los segmentos diana ilustrativos (siendo los
restantes nucleétidos un estiramiento consecutivo del mismo ADN o ARN que empieza inmediatamente aguas abajo
del extremo 3' del segmento diana y que continla hasta que el ADN o ARN contenga aproximadamente 5 a
aproximadamente 100 nucleétidos). Un experto en la materia armado con los segmentos diana ilustrados en el
presente documento sera capaz, sin excesiva experimentacion, de identificar segmentos diana adicionales.

Una vez se han identificado una o mas regiones diana, segmentos o sitios, se eligen compuestos antisentido que
son suficientemente complementarios a la diana, es decir, hibridan suficientemente bien y con suficiente
especificidad, para dar el efecto deseado.

En aspectos de la divulgacion, los oligonucledtidos se unen a una hebra antisentido de una diana particular. Los
oligonucledtidos tienen al menos 5 nucledétidos de longitud y pueden sintetizarse de manera que cada oligonucleétido
se dirija a secuencias solapantes de forma que los oligonucle6tidos se sinteticen para cubrir toda la longitud del
polinucleétido diana. Las dianas también incluyen regiones codificantes, ademas de no codificantes.

En un aspecto, los acidos nucleicos especificos son direccionados los oligonucledtidos antisentido. El
direccionamiento de un compuesto antisentido a un &cido nucleico particular es un proceso multietapa. El proceso
normalmente empieza con la identificacion de una secuencia de acido nucleico cuya funcién va a modularse. Esta
puede ser, por ejemplo, un gen celular (0 ARNm transcrito a partir del gen) cuya expresion esta asociada a un
trastorno o patologia particular, o un polinucleétido no codificante tal como, por ejemplo, ARN no codificante
(ARNNC).

Los ARN pueden clasificarse en (1) ARN mensajeros (ARNm), que se traducen en proteinas, y (2) ARN no
codificantes de proteina (ARNNnc). Los ARNnc comprenden microARN, transcripciones antisentido y otras unidades
transcripcionales (TU) que contienen una alta densidad de codones de terminacién y que carecen de cualquier
extenso "marco de lectura abierto”. Muchos ARNnc parecen empezar a partir de sitios de inicio en regiones no
traducidas 3' (3'UTRs) de loci codificante de proteina. Los ARNnc son frecuentemente raros y al menos la mitad de
los ARNNnc que se han secuenciado por el consorcio FANTOM no parecen estar poliadenilados. La mayoria de los
investigadores se han basado por motivos obvios en ARNm poliadenilados que se procesan y se exportan al
citoplasma. Recientemente, se mostrd que el conjunto de ARN nucleares no poliadenilados puede ser muy grande, y
que muchos de tales transcripciones surgen de las llamadas regiones intergénicas. El mecanismo por el que los
ARNNc pueden regular la expresion génica es por apareamiento de bases con transcritos diana. Los ARN que
funcionan por apareamiento de bases pueden agruparse en (1) ARN codificados en cis que estan codificados en la
misma localizacién genética, pero en la hebra opuesta a los ARN en los que actlan y, por lo tanto, muestran
complementariedad perfecta con su diana, y (2) ARN codificados en trans que estan codificados en una localizacion
cromosomica distinta de los ARN en los que actdan y generalmente no presentan potencial de apareamiento de
bases perfecto con sus dianas.

Sin desear quedar ligando por la teoria, la perturbacién de un polinucleétido antisentido por los oligonucleétidos
antisentido descritos en el presente documento puede alterar la expresién de los ARN mensajero sentido
correspondientes. Sin embargo, esta regulacion puede ser discordante (la inactivacion antisentido produce elevacion
de ARN mensajero) o concordante (la inactivacion antisentido produce reduccién concomitante de ARN mensajero).
En estos casos, los oligonucleétidos antisentido pueden dirigirse a partes solapantes o no solapantes de la
transcripcion antisentido que producen su inactivacion o secuestro. El antisentido codificante, asi como no
codificante, puede dirigirse de una manera idéntica y que cualquier categoria es capaz de regular las transcripciones
sentido correspondientes - tanto de una manera concordante como discordante. Las estrategias que se emplean en
identificar nuevos oligonucleétidos para su uso contra una diana pueden basarse en la inactivacion de
transcripciones de ARN antisentido por oligonucleétidos antisentido o cualquier otro medio de modulacién de la
diana deseada.
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Estrategia 1: En el caso de regulacién discordante, la inactivacion de la transcripcion antisentido eleva la expresion
del gen convencional (sentido). Si este Ultimo debe codificar un farmaco diana conocido o supuesto, entonces la
inactivacion de su homadlogo antisentido podria imitar posiblemente la accién de un agonista receptor o una enzima
estimulante.

Estrategia 2: En el caso de regulacion concordante, podrian inactivarse concomitantemente tanto las transcripciones
antisentido como sentido y asi lograr una reduccion sinérgica de la expresién génica (sentido) convencional. Si, por
ejemplo, se usa un oligonucleétido antisentido para lograr la inactivacion, entonces esta estrategia puede usarse
para aplicar un oligonucleétido antisentido dirigido a la transcripcién sentido y otro oligonucleétido antisentido a la
transcripcién antisentido correspondiente, o un unico oligonucleétido antisentido energéticamente simétrico que se
dirige simultaneamente a transcripciones sentido y antisentido solapantes.

Segun la presente divulgacion, los compuestos antisentido incluyen oligonucleétidos antisentido, ribozimas,
oligonucledtidos de secuencia de guia externa (EGS), compuestos de siRNA, compuestos de interferencia (iIARN) de
ARN mono- o bicatenario tales como compuestos de siRNA, y otros compuestos oligoméricos que hibridan con al
menos una porcion del acido nucleico diana y modulan su funcién. Como tales, pueden ser ADN, ARN, similares a
ADN, similares a ARN, o mezclas de los mismos, o pueden ser miméticos de uno o mas de estos. Estos compuestos
pueden ser compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, circulares o de horquilla, y pueden contener
elementos estructurales tales como protuberancias internas o terminales, desapareamientos o bucles. Los
compuestos antisentido se preparan rutinariamente linealmente, pero pueden unirse o prepararse de otro modo para
ser circulares y/o ramificados. Los compuestos antisentido pueden incluir construcciones tales como, por ejemplo,
dos hebras hibridadas para formar un compuesto completa o parcialmente bicatenario o una Unica hebra con auto-
complementariedad suficiente para permitir la hibridacion y formacién de un compuesto completa o parcialmente
bicatenario. Las dos hebras pueden enlazarse internamente, dejando los extremos 3' 0 5' libres, o pueden enlazarse
para formar una estructura de horquilla continua o bucle. La estructura de horquilla puede contener un nucleétido
protuberante en cualquiera de los extremos 5' 0 3' que produce una extension del caracter monocatenario. Los
compuestos bicatenarios opcionalmente pueden incluir nucledtidos protuberantes en los extremos. Las
modificaciones adicionales pueden incluir grupos conjugados unidos a uno de los extremos, posiciones de nucleétido
seleccionadas, posiciones de azucar o a uno de los enlaces internucleosidicos. Como alternativa, las dos hebras
pueden enlazarse mediante un resto no de acido nucleico o grupo conector. Cuando se forma a partir de solo una
hebra, el dsARN puede tomar la forma de una molécula tipo horquilla auto-complementaria que se dobla sobre si
misma para forma un daplex. Por lo tanto, el dsARN puede ser completa o parcialmente bicatenario. Puede lograrse
una modulacion especifica de la expresion génica por expresion estable de horquillas de dsARN en lineas celulares
transgénicas, sin embargo, en algunos aspectos, la expresion génica o funcion esta regulada por aumento. Cuando
se forma a partir de dos hebras, o una Unica hebra que adopta la forma de una molécula de tipo horquilla auto-
complementaria que se dobla sobre si misma para formar un duplex, las dos hebras (o regiones formadoras de
duplex de una sola hebra) son hebras de ARN complementarias que se aparean con bases en el modo de Watson-
Crick.

Una vez introducidos a un sistema, los compuestos de la divulgacién pueden provocar la accién de una 0 mas
enzimas o proteinas estructurales para efectuar la escisién u otra modificacion del acido nucleico diana o pueden
trabajar mediante mecanismos basados en la ocupacién. En general, los &cidos nucleicos (incluyendo
oligonucledtidos) pueden describirse como "similares a ADN" (es decir, que generalmente tienen uno o mas 2'-
desoxiazucares y, generalmente, bases T en vez de U) o "similares a ARN" (es decir, que generalmente tienen uno o
mas 2'-hidroxi azlcares o azucares modificados en 2' y, generalmente bases U en vez de T). Las hélices de acido
nucleico pueden adoptar mas de un tipo de estructura, mas comunmente las formas A y B. Se cree que, en general,
los oligonucledtidos que tienen estructura similar a la forma B son "similares a ADN" y aquellos que tienen estructura
similar a la forma A son "similares a ARN". En algunos casos (quiméricos), un compuesto antisentido puede
contener tanto regiones en forma A como B.

En otro aspecto, los oligonucleétidos deseados o compuestos antisentido comprenden al menos uno de: ARN
antisentido, ADN antisentido, oligonuclettidos antisentido quiméricos, oligonucledtidos antisentido que comprenden
enlaces modificados, ARN de interferencia (IARN), ARN interferente pequefio (SiRNA); un microARN interferente
(miARN); un ARN temporal pequefio (ARNtp); o un ARN de horquilla corta (ARNhc); activacion génica inducida por
ARN pequeiio (aARN); ARN activantes pequefios (ARNap), o0 combinaciones de los mismos.

dsARN también puede activar la expresion génica, un mecanismo que se ha denominado "activacién génica

inducida por ARN pequefio” o aARN. Los promotores génicos que se dirigen a dsARN inducen la potente activacion
transcripcional de genes asociados. El aARN se demostro en células humanas usando dsARN sintéticos, llamados
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"ARN activantes pequefios" (ARNap).

Se ha descubierto que el ARN bicatenario pequefio (dsARN), tal como ARN interferente pequefio (SiRNA) y
microARN (miARN), es el desencadenante de un mecanismo evolutivamente conservado conocido como
interferencia de ARN (iIARN). La iARN conduce invariablemente al silenciamiento génico. Sin embargo, en los
aspectos descritos en detalle en la seccion de ejemplos a continuaciéon, se muestra que los oligonucleétidos
aumentan la expresion y/o funcién de los polinucleétidos de un gen antivirico y productos codificados de los mismos.
Los dsARN también pueden actuar como ARN activantes pequefios (ARNap). Sin desear quedar ligando por la
teoria, direccionando secuencias a promotores génicos, los ARNap induciran la expresion de genes diana en un
fendmeno denominado activacién transcripcional inducida por dsARN (aARN).

En un aspecto adicional, los "segmentos diana" identificados en el presente documento pueden emplearse en un
cribado para compuestos adicionales que modulan la expresion de polinucleétidos de un gen antivirico.
"Moduladores" son aquellos compuestos que disminuyen o aumentan la expresion de una molécula de &cido
nucleico que codifica un gen antivirico y que comprenden al menos una porcion de 5 nucletdtidos que es
complementaria a un segmento diana. El método de cribado comprende las etapas de poner en contacto un
segmento diana de una molécula de acido nucleico que codifica polinucledtidos sentido o antisentido naturales de un
gen antivirico con uno o mas moduladores candidatos, y seleccionar uno o mas moduladores candidatos que
disminuyen o aumentan la expresion de una molécula de &cido nucleico que codifica un polinucleétidos de un gen
antivirico, por ejemplo, SEQ ID NO: 10 a 30. Una vez se muestra que el modulador o moduladores candidatos son
capaces de modular (por ejemplo, disminuir o aumentar) la expresion de una molécula de &cido nucleico que codifica
un polinucleétido de un gen antivirico, el modulador puede entonces emplearse en estudios de investigacion
adicionales de la funcién de un polinucleétido de un gen antivirico, o para su uso como un agente de investigacion,
diagnostico o terapéutico segun la presente divulgacion.

El direccionamiento de la secuencia antisentido natural modula preferiblemente la funciéon del gen diana. Por
ejemplo, el gen antivirico (por ejemplo, nimeros de acceso NM_014314, NM_022168, NM_024013). En un aspecto,
la diana es un polinucledtido antisentido del gen antivirico. En un aspecto, un oligonucleétido antisentido se dirige a
secuencias sentido y/o antisentido naturales de un polinucleétido de un gen antivirico (por ejemplo, nimeros de
acceso NM_014314, NM_022168, NM_024013), variantes, alelos, isoformas, homodlogos, mutantes, derivados,
fragmentos y secuencias complementarias a los mismos. Preferiblemente, el oligonucledtido es una molécula
antisentido y las dianas incluyen regiones codificantes y no codificantes de polinucleétidos antisentido y/o sentido de
un gen antivirico.

Los segmentos diana de la presente divulgacion también pueden combinarse con sus compuestos antisentido
complementarios respectivos de la presente divulgacion para formar oligonucleétidos (duplexados) bicatenarios
estabilizados.

Se ha mostrado en la técnica que dichos restos de oligonucleétido bicatenario modulan la expresion de diana y
regulan la traduccion, asi como el procesamiento de ARN mediante un mecanismo antisentido. Ademas, los restos
bicatenarios pueden someterse a modificaciones quimicas. Por ejemplo, se ha mostrado que tales restos
bicatenarios inhiben la diana por la hibridacion clasica de la hebra antisentido del duplex con la diana, activando de
este modo la degradacién enzimatica de la diana.

En un aspecto, un oligonucleétido antisentido se dirige a polinucleétidos de un gen antivirico (por ejemplo, nimeros
de acceso NM_014314, NM_022168, NM_024013), variantes, alelos, isoformas, homélogos, mutantes, derivados,
fragmentos y secuencias complementarias a los mismos. Preferiblemente, el oligonucledtido es una molécula
antisentido.

Segun aspectos de la divulgacion, la molécula de acido nucleico diana no se limita al gen antivirico en solitario, sino
gue se extiende a cualquiera de las isoformas, receptores, homélogos y similares de las moléculas de un gen
antivirico.

En otro aspecto, un oligonucleétido se dirige a una secuencia antisentido natural de un polinucleétido de un gen
antivirico, por ejemplo, polinucleétidos expuestos como la SEQ ID NO: 4 a 9, y cualquier variante, alelo, homélogo,
mutante, derivado, fragmento y secuencia complementaria a los mismos. Los ejemplos de oligonucledtidos
antisentido se exponen como las SEQ ID NO: 10 a 30.

En un aspecto, los oligonucleétidos son complementarios a 0 se unen a secuencias de acidos nucleicos de
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antisentido de un gen antivirico, incluyendo, sin limitaciéon, secuencias sentido y/o antisentido no codificantes
asociadas a un polinucleétido de un gen antivirico, y modulan la expresion y/o funcién de una molécula de un gen
antivirico.

En otro aspecto, los oligonucleétidos son complementarios a 0 se unen a secuencias de acidos nucleicos de
antisentido natural de un gen antivirico, expuestas como SEQ ID NO: 4 a 9, y modulan la expresion y/o funcién de
una molécula de un gen antivirico.

En un aspecto, los oligonucledtidos comprenden secuencias de al menos 5 nucleétidos consecutivos de las SEQ ID
NOs: 10 a 30, y modulan la expresién y/o funcion de una molécula de un gen antivirico.

Las dianas de polinucleétido comprenden un gen antivirico, incluyendo miembros de la familia del mismo, variantes
de un gen antivirico; mutantes de un gen antivirico, que incluyen SNP; secuencias no codificantes de un gen
antivirico; alelos de un gen antivirico; variantes de especies, fragmentos y similares. Preferiblemente, el
oligonucledtido es una molécula antisentido.

En otro aspecto, el oligonucledtido que se dirige a polinucleétidos de un gen antivirico comprende: ARN antisentido,
ARN de interferencia (IARN), ARN interferente pequefio (SiRNA); microARN interferente (miARN); un ARN temporal
pequefio (ARNtp); o un ARN de horquilla corta (ARNhc); activacion génica inducida por ARN pequefio (aARN); o,
ARN activante pequefio (ARNap).

En otro aspecto, el direccionamiento de un polinucledtido de un gen antivirico, por ejemplo, SEQ ID NO: 4 a 9,
modula la expresion o funcién de estas dianas. En un aspecto, la expresion o funcién esta regulada por aumento en
comparacion con un control. En otro aspecto, la expresion o funcién se regula por disminuciéon en comparacion con
un control.

En otro aspecto, los compuestos antisentido comprenden secuencias expuestas como SEQ ID NO: 10 a 30. Estos
oligonucledtidos pueden comprender uno o mas nucledtidos modificados, fragmentos mas cortos 0 més largos,
enlaces modificados y similares.

En otro aspecto, las SEQ ID NO: 10 a 30 comprenden uno o mas nucleotidos de LNA.

La modulacion de un &cido nucleico diana deseado puede realizarse de varias formas conocidas en la técnica. Por
ejemplo, oligonucledtidos antisentido, siRNA, etc. Las moléculas de acidos nucleicos enzimaticos (por ejemplo,
ribozimas) son moléculas de acidos nucleicos capaces de catalizar una o mas de una diversidad de reacciones,
incluyendo la capacidad de escindir repetidamente otras moléculas de &cidos nucleicos separadas de una manera
especifica de secuencia de bases de nucledtidos. Tales moléculas de acidos nucleicos enzimaticos pueden usarse,
por ejemplo, para dirigirse practicamente a cualquier transcripcién de ARN.

Debido a su especificidad de secuencia, las moléculas de &cidos nucleicos enzimaticos que se escinden en trans se
muestran prometedores como agentes terapéuticos para una enfermedad humana. Las moléculas de acidos
nucleicos enzimaticos pueden disefiarse para escindir dianas de ARN especificas dentro del fondo del ARN celular.
Tal acontecimiento de escision convierte el ARNm en no funcional y anula la expresion de proteinas de ese ARN. De
este modo puede inhibirse selectivamente la sintesis de una proteina asociada a una patologia.

En general, los acidos nucleicos enzimaticos con actividad de escision de ARN actian uniéndose primero a un ARN
diana. Tal unién se produce mediante la porcién de unién de diana de un acido nucleico enzimatico que se mantiene
en estrecha proximidad a una porcion enzimética de la molécula que actia para escindir el ARN diana. Por lo tanto,
el acido nucleico enzimatico se reconoce primero y después se une a ARN diana mediante apareamiento de bases
complementario, y una vez se une al sitio correcto, actla enzimaticamente para cortar el ARN diana. La escision
estratégica de un ARN diana tal destruira su capacidad para dirigir la sintesis de una proteina codificada. Después
de unirse un acido nucleico enzimatico y escindir su ARN diana, se libera de ese ARN para buscar otra diana y
puede unirse repetidamente y escindir nuevas dianas.

Se han usado varios enfoques, tales como estrategias de seleccion in vitro (evolucion) para desarrollar nuevos
catalizadores de acido nucleico capaces de catalizar una diversidad de reacciones, tales como escision y ligacion de
enlaces fosfodiéster y enlaces amida.

El desarrollo de ribozimas que son éptimas para la actividad catalitica contribuira significativamente a cualquier
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estrategia que emplea ribozimas que escinden ARN con el fin de regular la expresion génica. La ribozima de cabeza
de martillo, por ejemplo, funciona con una velocidad catalitica (kcat) de aproximadamente 1 min-1 en presencia de
concentraciones de saturacion (10 mM) de cofactor de Mg2+. Se ha mostrado que una ribozima de "ARN ligasa"
artificial cataliza la reaccion de auto-modificacién correspondiente con una velocidad de aproximadamente 100 min-
1. Ademas, se sabe que ciertas ribozimas de cabeza de martillo modificadas que tienen brazos de unién al sustrato
hechos de ADN catalizan la escision de ARN con mlltiples velocidades de recuperacion que se aproximan a 100
min-1. Finalmente, la sustitucion de un residuo especifico dentro del ndcleo catalitico de la cabeza de martillo con
ciertos analogos de nucleétido da ribozimas modificadas que muestran una mejora de tanto como 10 veces en la
velocidad catalitica. Estos hallazgos demuestran que las ribozimas pueden promover transformaciones quimicas con
velocidades cataliticas que son significativamente superiores a las mostradas in vitro por la mayoria de las ribozimas
que se auto-escinden naturales. Después, es posible que las estructuras de ciertas ribozimas de auto-escision
puedan optimizarse para dar la maxima actividad catalitica, o que puedan prepararse motivos de ARN
completamente nuevos que muestran velocidades significativamente mas rapidas para la escision de fosfodiéster de
ARN.

La escision intermolecular de un sustrato de ARN por un catalizador de ARN que se ajusta al modelo de "cabeza de
martillo" se mostré por primera vez en 1987. Se recuperoé el catalizador de ARN y se hizo reaccionar con mdltiples
moléculas de ARN, demostrando que era verdaderamente catalitico.

Se han usado ARN cataliticos disefiados basados en el motivo de "cabeza de martillo" para escindir secuencias
diana especificas haciendo cambios de base apropiados en el ARN catalitico para mantener apareamiento de bases
necesarios con las secuencias diana. Esto ha permitido el uso del ARN catalitico para escindir secuencias diana
especificas e indica que los ARN cataliticos disefiados segun el modelo de "cabeza de martillo" pueden escindir
posiblemente ARN de sustrato especifico in vivo.

La interferencia de ARN (iARN) se ha convertido en una poderosa herramienta para modular la expresion génica en
mamiferos y células de mamifero. Este enfoque requiere la administraciéon de ARN interferente pequefio (SiRNA)
como el propio ARN o como ADN, usando un plasmido de expresién o virus y la secuencia codificante para ARN de
horquilla pequefio que se procesa a siRNA. Este sistema permite un transporte eficaz de los pre-siRNA al citoplasma
donde son activos y permite el uso de promotores regulados y especificos de tejido para la expresion génica.

En un aspecto preferido, un oligonucle6tido o compuesto antisentido comprende un oligémero o polimero de acido
ribonucleico (ARN) y/o acido desoxirribonucleico (ADN), o un mimético, quimera, analogo u homélogo de los
mismos. Este término incluye oligonucleotidos compuestos de nucleétidos de origen natural, azdcares y enlaces
internucledsido covalentes (estructura), asi como oligonucledtidos que tienen porciones que no existen de forma
natural que funcionan de forma similar. Tales oligonucledtidos modificados o sustituidos son frecuentemente
deseados con respecto a formas nativas debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, captacion celular
mejorada, afinidad potenciada para un &cido nucleico diana y aumento de la estabilidad en presencia de nucleasas.

De acuerdo con la presente divulgacion, los oligonucleétidos o "compuestos antisentido” incluyen oligonucle6tidos
antisentido (por ejemplo, ARN, ADN, mimético, quimera, andlogo u homdlogo de los mismos), ribozimas,
oligonucledtidos de secuencia de guia externa (EGS), compuestos de siRNA, compuestos de interferencia (iIARN) de
ARN mono- o bicatenario tales como compuestos de siRNA, ARNap, ARNa, y otros compuestos oligoméricos que
hibridan con al menos una porcién del acido nucleico diana y modulan su funcién. Como tales, pueden ser ADN,
ARN, similares a ADN, similares a ARN, o mezclas de los mismos, o pueden ser miméticos de uno o mas de estos.
Estos compuestos pueden ser compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, circulares o de horquilla y
pueden contener elementos estructurales tales como protuberancias internas o terminales, desapareamientos o
bucles. Los compuestos antisentido se preparan rutinariamente linealmente, pero pueden unirse o prepararse de
otro modo para ser circulares y/o ramificados. Los compuestos antisentido pueden incluir construcciones tales como,
por ejemplo, dos hebras hibridadas para formar un compuesto completa o parcialmente bicatenario o una Unica
hebra con auto-complementariedad suficiente para permitir la hibridacion y formaciéon de un compuesto completa o
parcialmente bicatenario. Las dos hebras pueden enlazarse internamente, dejando los extremos 3' o 5' libres, o
pueden enlazarse para formar una estructura de horquilla continua o bucle. La estructura de horquilla puede
contener un nucleétido protuberante en cualquiera de los extremos 5' 0 3' que produce una extension del caracter
monocatenario. Los compuestos bicatenarios opcionalmente pueden incluir nucleétidos protuberantes en los
extremos. Las modificaciones adicionales pueden incluir grupos conjugados unidos a uno de los extremos,
posiciones de nucleétido seleccionadas, posiciones de azlcar o a uno de los enlaces internucleosidicos. Como
alternativa, las dos hebras pueden enlazarse mediante un resto no de acido nucleico o grupo conector. Cuando se
forma a partir de solo una hebra, el dsARN puede tomar la forma de una molécula tipo horquilla auto-
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complementaria que se dobla sobre si misma para forma un duplex. Por lo tanto, el dsARN puede ser completa o
parcialmente bicatenario. Puede lograrse una modulacién especifica de la expresion génica por expresion estable de
horquillas de dsARN en lineas celulares transgénicas. Cuando se forma a partir de dos hebras, o una Unica hebra
que adopta la forma de una molécula de tipo horquilla auto-complementaria que se dobla sobre si misma para
formar un duplex, las dos hebras (o regiones formadoras de duplex de una sola hebra) son hebras de ARN
complementarias que se aparean con bases en el modo de Watson-Crick.

Una vez introducidos a un sistema, los compuestos de la divulgacién pueden provocar la accion de una o mas
enzimas o proteinas estructurales para efectuar la escisiéon u otra modificacion del acido nucleico diana o pueden
trabajar mediante mecanismos basados en la ocupacion. En general, los &acidos nucleicos (incluyendo
oligonucleétidos) pueden describirse como "similares a ADN" (es decir, que generalmente tienen uno o mas 2'-
desoxiazucares y, generalmente, bases T en vez de U) o "similares a ARN" (es decir, que generalmente tienen uno o
mas 2'-hidroxi aztcares o azucares modificados en 2'y, generalmente bases U en vez de T). Las hélices de acido
nucleico pueden adoptar mas de un tipo de estructura, mas comdnmente las formas A y B. Se cree que, en general,
los oligonucle6tidos que tienen estructura similar a la forma B son "similares a ADN" y aquellos que tienen estructura
similar a la forma A son "similares a ARN". En algunos casos (quiméricos), un compuesto antisentido puede
contener tanto regiones en forma A como B.

Los compuestos antisentido de acuerdo con esta divulgacion pueden comprender una porcién antisentido de
aproximadamente 5 a aproximadamente 80 nucledtidos (es decir, de aproximadamente 5 a aproximadamente 80
nucledsidos enlazados) de longitud. Esto se refiere a la longitud de la hebra antisentido o porcion del compuesto
antisentido. En otras palabras, un compuesto antisentido monocatenario de la divulgacion comprende de 5 a
aproximadamente 80 nucle6tidos, y un compuesto antisentido bicatenario de la divulgacion (tal como un dsARN, por
ejemplo) comprende una hebra sentido y antisentido o porcién de 5 a aproximadamente 80 nucleétidos de longitud.
Un experto en la técnica apreciara que esto comprenda porciones antisentido de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75, 76, 77,
78, 79 u 80 nucledtidos de longitud, o cualquier intervalo entre los mismos.

En un aspecto, los compuestos antisentido de la divulgacion tienen porciones antisentido de 10 a 50 nucle6tidos de
longitud. Un experto en la técnica apreciard que éstos incorporan oligonucleétidos que tienen porciones antisentido
de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 nucledtidos de longitud, o cualquier intervalo entre los mismos. En algunos
aspectos, los oligonucleétidos tienen 15 nucle6tidos de longitud.

En un aspecto, los compuestos antisentido o de oligonucledtidos de la divulgacion tienen porciones antisentido de 12
0 13 a 30 nucledtidos de longitud. Un experto en la técnica apreciara que éstos incorporan compuestos antisentido
que tienen porciones antisentido de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30
nucledtidos de longitud, o cualquier intervalo entre los mismos.

En otro aspecto, los compuestos oligoméricos de la presente divulgacion también incluyen variantes en las que una
base diferente estd presente en una o0 mas de las posiciones de nucleétido en el compuesto. Por ejemplo, si el
primer nucleétido es una adenosina, pueden producirse variantes que contienen timidina, guanosina o citidina en esa
posicion. Esto puede hacerse en cualquiera de las posiciones de los compuestos antisentido o de dsARN. Estos
compuestos se prueban entonces usando los métodos descritos en el presente documento para determinar su
capacidad para inhibir la expresion de un acido nucleico diana.

En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad, entre el compuesto antisentido y
la diana, es de aproximadamente el 40% a aproximadamente el 60 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad
de secuencia o complementariedad es de aproximadamente el 60 % a aproximadamente el 70 %. En algunos
aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad es de aproximadamente el 70% a
aproximadamente el 80%. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad es de
aproximadamente el 80% a aproximadamente el 90%. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencias
0 complementariedad es de aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 %, o aproximadamente el 100 %.

En otro aspecto, los oligonucledtidos antisentido, tales como, por ejemplo, las moléculas de &cidos nucleicos
expuestas en las SEQ ID NO: 4 a 30, comprenden una o mas sustituciones o modificaciones. En un aspecto, los
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nucleétidos estan sustituidos con acidos nucleicos bloqueados (LNA).

En otro aspecto, los oligonucleétidos se dirigen a una 0 mas regiones de las moléculas de acidos nucleicos sentido
y/o antisentido de secuencias codificantes y/o no codificantes asociadas a un gen antivirico y las secuencias
expuestas como SEQ ID NO: 1 a 9. Los oligonucleétidos también se dirigen a regiones solapantes de las SEQ ID
NOS:1a09.

Ciertos oligonucledtidos de esta divulgacion son oligonucleétidos quiméricos. "Oligonucleétidos quiméricos" o
"quimeras”, en el contexto de esta divulgacion, son oligonucleétidos que contienen dos o mas regiones
quimicamente distintas, cada una constituida por al menos un nucleétido. Estos oligonucleétidos contienen
normalmente al menos una regién de nucledtidos modificados que confiere una 0 mas propiedades beneficiosas
(tales como, por ejemplo, elevada resistencia a nucleasas, elevada captacién en células, elevada afinidad de unién
por la diana) y una regién que es un sustrato para enzimas capaces de escindir hibridos de ARN:ADN o ARN:ARN.
A modo de ejemplo, la RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN de un duplex de
ARN:ADN. Por lo tanto, la activacion de RNasa H da como resultado la escision del ARN diana, mejorando
enormemente de esta manera la eficiencia de la modulacion antisentido de la expresién génica. En consecuencia,
frecuentemente pueden obtenerse resultados comparables con oligonucleétidos mas cortos cuando se usan
oligonucleétidos quiméricos, en comparacion con desoxioligonucleétidos de fosforotioato que hibridan con la misma
region diana. La escision del ARN diana puede detectarse rutinariamente por electroforesis en gel y, si fuera
necesario, técnicas de hibridacion de acidos nucleicos asociadas conocidas en la técnica. En un aspecto, un
oligonucledtido quimérico comprende al menos una regiéon modificada para aumentar la afinidad de unién de la
diana, y, normalmente, una region que actla de sustrato para RNAsa H. La afinidad de un oligonucleétido por su
diana (en este caso, un &cido nucleico que codifica ras) se determina rutinariamente midiendo la Tm de un par de
oligonucleétido/diana, que es la temperatura a la que se disocian el oligonucleétido y la diana; la disociacion se
detecta espectrofotométricamente. Cuanto mayor sea la Tm, mayor sera la afinidad del oligonucleétido por la diana.

Los compuestos antisentido quiméricos de la divulgacion pueden formarse como estructuras compuestas de dos o
mas oligonucledtidos, oligonucledtidos modificados, miméticos de oligonucledsidos y/o de oligonucleétidos, como se
han descrito anteriormente. Tales compuestos también se han denominado en la técnica hibridos o gapmeros. Las
Patentes de Estados Unidos representativas que indican la preparaciéon de tales estructuras hibridas comprenden,
pero sin limitacion, las patentes de Estados n.° 5.013.830; 5.149.797; 5.220.007; 5.256.775; 5.366.878; 5.403.711;
5.491.133; 5.565.350; 5.623.065; 5.652.355; 5.652.356; y 5.700.922.

En otro aspecto, la region del oligonucleétido que se modifica comprende al menos un nucleétido modificado en la
posicion 2' del azicar, mas preferiblemente un nucleétido modificado con 2'-Oalquilo, 2-O-alquil-O-alquilo o 2'-flGor.
En otros aspectos, las modificaciones de ARN incluyen modificaciones de 2'-flior, 2'-amino y 2'-O-metilo en la ribosa
de pirimidinas, residuos abasicos o una base invertida en el extremo 3' del ARN. Tales modificaciones se incorporan
rutinariamente en oligonucledtidos y se ha mostrado que estos oligonucleétidos tienen una mayor Tm (es decir,
mayor afinidad de union a diana) que los 2'-desoxioligonucledétidos contra una diana dada. El efecto de tal afinidad
elevada es potenciar enormemente la inhibicién por oligonucleétidos de iARN de la expresion génica. La RNAsa H
es una endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN del duplex de ARN:ADN; por lo tanto, la activacion de
esta enzima da como resultado la escisién del ARN diana, y puede mejorar en gran medida de este modo la
eficiencia de inhibicién de iARN. La escision del ARN diana puede demostrarse rutinariamente por electroforesis en
gel. En otro aspecto, el oligonucleétido quimérico también se modifica para potenciar la resistencia a nucleasas. Las
células contienen una diversidad de exo- y endo-nucleasas que pueden degradar acidos nucleicos. Se ha mostrado
que varias modificaciones de nucle6tidos y nucledsidos hacen que el oligonucleétido en el que se incorporan sea
mas resistente a la digestion por nucleasa que el oligodesoxinucleétido nativo. La resistencia a nucleasas se mide
rutinariamente incubando oligonucledtidos con extractos celulares o soluciones de nucleasa aisladas y midiendo el
grado de oligonucleétido intacto que queda con el tiempo, normalmente por electroforesis en gel. Los
oligonucleétidos que se han modificado para potenciar su resistencia a nucleasas sobreviven intactos durante mas
tiempo que los oligonucledtidos sin modificar. Se ha demostrado que una diversidad de modificaciones de
oligonucleétidos potencia o confiere resistencia a nucleasas. Los oligonucleétidos que contienen al menos una
modificacion de fosforotioato son actualmente mas preferidos. En algunos aspectos, las modificaciones de
oligonucledtidos que mejoran la afinidad de unién a diana son, por lo tanto, independientemente capaces de
potenciar la resistencia a nucleasas. Algunas modificaciones deseables pueden encontrarse en De Mesmaeker et al.
(1995) Acc. Chem. Res., 28: 366-374.

Los ejemplos especificos de algunos oligonucleétidos previstos para esta divulgacion incluyen aquellos que
comprenden estructuras modificadas, por ejemplo, fosforotioatos, fosfotriésteres, metilfosfonatos, enlaces entre
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azucares de alquilo o cicloalquilo de cadena corta o enlaces entre azlcares heteroatdémicos o heterociclicos de
cadena corta. La mayor parte son oligonucledtidos con estructuras de fosforotioato y aquellos con estructuras de
heteroatomo, particularmente estructuras de CH2 --NH-O-CH2, CH, --N(CH3)--O-CH2 [conocido como una
estructura de metilen(metilimino) o MMI], CH2 --O--N (CH3)-CH2, CH2 -N (CH3)--N (CH3)--CH2 y O--N (CH3)--CH2
--CH2, en los que la estructura de fosfodiéster nativa se representa O--P--O--CH). También se prefieren las
estructuras amida desveladas por De Mesmaeker et al. (1995) Acc. Chem. Res. 28: 366-374. También se prefieren
oligonucledtidos que tienen estructuras principales de morfolino (Summerton y Weller, Pat. de Estados Unidos n.°
5.034.506). En otros aspectos, tales como la estructura de acido nucleico peptidico (PNA), la estructura de
fosfodiéster del oligonucledtido se sustituye por una estructura de poliamida, estando los nucleétidos unidos directa o
indirectamente a los atomos de nitrdgeno azo de la estructura poliamida. Los oligonucleétidos también pueden
comprender uno 0 mas restos de azucar sustituidos. Los oligonucleétidos comprenden uno de los siguientes en la
posicion 2": OH, SH, SCH3, F, OCN, OCH3 OCH3, OCH3 O(CH2)n CH3, O(CH2)n NH2 u O(CH2)n CH3, donde n es
de 1 a aproximadamente 10; alquilo C1 a C10 inferior, alcoxialcoxi, alquilo, alcarilo o aralquilo inferior sustituido; CI;
Br; CN; CF3 ; OCF3; O--, S--, o N-alquilo; O--, S-, o N-alquenilo; SOCH3; SO2 CH3: ONO2; NO2; N3; NH2;
heterocicloalquilo; heterocicloalcarilo; aminoalquilamino; polialquilamino; sililo sustituido; un grupo de escision de
ARN; un grupo indicador; un intercalador; un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un
oligonucledtido; o un grupo para mejorar las propiedades farmacodinamicas de un oligonucleétido y otros
sustituyentes que tienen propiedades similares. Una modificacion preferida incluye 2'-metoxietoxi [2'-O-CH2 CH2
OCHS3, también conocido como 2'-O-(2-metoxietilo)]. Otras modificaciones preferidas incluyen 2'-metoxi (2'-O-CH3),
2'- propoxi (2'-OCH2 CH2CH3) y 2'-fluoro (2'-F). También pueden hacerse modificaciones similares en otras
posiciones sobre el oligonucledtido, particularmente la posicién 3' del azlGcar en el nucleétido del extremo 3' vy la
posicion 5' del nucledtido del extremo 5'. Los oligonucleétidos también pueden tener miméticos de azlcar tales como
ciclobutilos en lugar del grupo pentofuranosilo.

Los oligonucledtidos también pueden incluir, adicionalmente o como alternativa, modificaciones o sustituciones de
nucleobases (frecuentemente denominadas en la técnica simplemente "base"). Como se usa en el presente
documento, nucledtidos "no modificados” o "naturales” incluyen adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) y
uracilo (U). Los nucleétidos modificados incluyen nucleétidos encontrados Unicamente poco frecuentemente o
transitoriamente en &cidos nucleicos naturales, por ejemplo, hipoxantina, 6-metiladenina, 5-Me-pirimidinas,
particularmente 5-metilcitosina (también denominada 5-metil-2'-desoxicitosina y frecuentemente denominada en la
técnica 5-Me-C), 5-hidroximetilcitosina (HMC), glicosil HMC y gentobiosil HMC, asi como nucleétidos sintéticos, por
ejemplo, 2-aminoadenina, 2-(metilamino)adenina, 2-(imidazolilalquil)adenina, 2-(aminoalquilamino)adenina u otras
alquiladeninas heterosustituidas, 2-tiouracilo, 2-tiotimina, 5-bromouracilo, 5-hidroximetiluracilo, 8-azaguanina, 7-
deazaguanina, N6(6-aminohexil)adenina y 2,6-diaminopurina. Puede incluirse una base "universal" conocida en la
técnica, por ejemplo, inosina. Se ha mostrado que las sustituciones de 5-Me-C aumentan la estabilidad del duplex de
acido nucleico en 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y. S., en Crooke, S. T. y Lebleu, B., eds., Antisense Research and
Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pags. 276-278) y son en el presente las sustituciones de base.

Otra modificacién de los oligonucledtidos de la divulgacion implica enlazar quimicamente al oligonucle6tido uno o
mas restos 0 conjugados que potencian la actividad o captacién celular del oligonucle6tido. Tales restos incluyen,
pero sin limitacién, restos de lipido tales como un resto de colesterol, un resto colesterilo, un tioéter, por ejemplo,
hexil-S-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o de undecilo, un
fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-Fl-fosfonato de trietilamonio, una
poliamina o una cadena de polietilenglicol, o acido adamantanoacético. Los oligonucleétidos que comprenden restos
lipdfilos, y métodos para preparar tales oligonucleotidos, se conocen en la técnica, por ejemplo, las Pat. de Estados
Unidos n.° 5.138.045, 5.218.105 y 5.459.255.

No es necesario que todas las posiciones en un oligonucleétido dado estén uniformemente modificadas, y de hecho
mas de una de las modificaciones anteriormente mencionadas puede incorporarse en un Unico oligonucleétido o
incluso dentro de un unico nucledsido dentro de un oligonucleétido. La presente divulgacion también incluye
oligonucleétidos que son oligonucledétidos quiméricos como se ha definido anteriormente en el presente documento.

En otro aspecto, la molécula de acido nucleico de la presente divulgacion esta conjugada con otro resto que incluye,
pero sin limitacién, nucleétidos abasicos, poliéter, poliamina, poliamidas, péptidos, hidratos de carbono, lipido, o
compuestos de polihidrocarburo. Los expertos en la técnica reconoceran que estas moléculas pueden enlazarse a
uno o mas de cualquiera de los nucleétidos que comprenden la molécula de &cido nucleico en varias posiciones en
el azucar, base o grupo fosfato.

Los oligonucledtidos usados segun la presente divulgacion pueden prepararse convenientemente y rutinariamente
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mediante la técnica ya conocida de sintesis en fase sélida. El equipo para tales sintesis se vende por varios
proveedores, incluyendo Applied Biosystems. También puede emplearse cualquier otro medio para tal sintesis: la
sintesis real de los oligonucledétidos esta perfectamente dentro de las aptitudes de un experto en la técnica. También
se conocen bhien usar técnicas similares para preparar otros oligonuclettidos tales como los fosforotioatos y
derivados alquilados. También se conoce bien usar técnicas similares y amiditos modificados disponibles en el
mercado y productos de vidrio de poro controlado (CPG) tales como biotina, fluoresceina, acridina o amiditos
modificados con psoraleno y/o CPG (disponible en Glen Research, Sterling VA) para sintetizar oligonucleétidos
fluorescentemente marcados, biotinilados u otros oligonucleétidos modificados, tales como oligonucledtidos
modificados con colesterol.

Segun la divulgacion, el uso de modificaciones tales como el uso de monémeros de LNA para potenciar la potencia,
especificidad y duracién de la accién y ampliar las vias de administracion de oligonucleétidos comprende quimicas
actuales tales como MOE, ANA, FANA, PS, etc. Esto puede lograrse sustituyendo algunos de los monémeros en los
oligonucledtidos actuales por monémeros de LNA. El oligonucledtido modificado con LNA puede tener un tamafio
similar al compuesto precursor o puede ser mas largo o preferiblemente mas pequefio. Se prefiere que tales
oligonucledtidos modificados con LNA contengan menos de aproximadamente el 70 %, mas preferiblemente menos
de aproximadamente el 60 %, mas preferiblemente menos de aproximadamente el 50 % de mondmeros de LNA y
que sus tamafios estén entre aproximadamente 5 y 25 nucle6tidos, mas preferiblemente entre aproximadamente 12
y 20 nucledétidos.

Las estructuras de oligonucleétidos modificados comprenden, pero sin limitacion, fosforotioatos, fosforotioatos
quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, metilo y otros alquil fosfonatos que comprenden
3'-alquilenfosfonatos y fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos que comprenden 3'-amino fosforamidato y
aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres y boranofosfatos que
tienen enlaces 3'-5' normales, analogos enlazados en 2'-5' de estos, y aquellos que tienen polaridad invertida donde
los pares adyacentes de unidades de nucledsidos estan enlazados 3'-5' a 5'-3' 0 2'-5' a 5'-2". También se incluyen
diversas sales, sales mixtas y formas de acido libre.

Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de los enlaces que contienen fosforo
anteriores comprenden, pero sin limitacién, las patentes de Estados Unidos n.° 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301;
5.023.243; 5.177.196; 5.188.897; 5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676; 5.405.939;
5.453.496; 5.455. 233; 5.466.677; 5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.306; 5.550.111; 5.563. 253; 5.571.799;
5.587.361; y 5.625.050.

Las estructuras de oligonucledtido modificadas que no incluyen un atomo de fésforo en las mismas tienen
estructuras que se forman por enlaces internucledsido de alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces
internucledsidos de heteroatomo y alquilo o cicloalquilo mixtos, o uno o mas enlaces internucledsidos
heteroatémicos o heterociclicos de cadena corta. Estos comprenden aquellos que tienen enlaces morfolino
(formados en parte a partir de la porcion de azucar de un nucle6sido); estructuras de siloxano; estructuras de sulfuro,
sulféxido y sulfona; estructuras de formacetilo y tioformacetilo; estructuras de metilenformacetilo y tioformacetilo;
estructuras que contienen alqueno; estructuras de sulfamato; estructuras de metilenimino y metilenhidrazino;
estructuras de sulfonato y sulfonamida; estructuras de amida; y otras que tienen partes de componentes de N, O, Sy
CH2 mixtos.

Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de los oligonucledsidos anteriores
comprenden, pero sin limitacién, las patentes de Estados Unidos n.° 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134;
5.216.141; 5.235.033; 5.264. 562; 5. 264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307;
5.561.225; 5.596. 086; 5.602.240; 5.610.289; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623. 070; 5.663.312;
5.633.360; 5.677.437;y 5.677.439.

En otros miméticos de oligonucledtidos, tanto el azlicar como el enlace internucleésido, es decir, la estructura, de las
unidades de nucleétido se sustituyen por grupos novedosos. Las unidades de base se mantienen para la hibridacién
con un compuesto de acido nucleico diana apropiado. Tal compuesto oligomérico, un oligonucleétido mimético que
se ha mostrado que tiene excelente propiedades de hibridacion, se denomina un acido nucleico peptidico (PNA). En
compuestos de PNA, la estructura de azlcar de un oligonucledtido se reemplaza por una estructura que contiene
amida, en particular una estructura de aminoetilglicina. Las nucleobases son retenidas y se unen directa o
indirectamente a atomos de nitrdgeno azo de la porcion de amida de la estructura. Las patentes de Estados Unidos
representativas que muestran la preparacion de compuestos de PNA comprenden, pero sin limitacion, las patentes
de Estados Unidos n.° 5.539.082; 5.714.331; y 5.719.262. Pueden encontrarse ensefianzas adicionales de
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compuestos de PNA en Nielsen, et al. (1991) Science 254, 1497-1500.

En otro aspecto de la divulgacion, los oligonucleétidos con estructuras de fosforotioato y oligonucledsidos con
estructuras de heteroatomo, y en particular CH2-NH-O-CH2-,-CH2-N (CH3)-O-CH2-, se conocen como una
estructura de metileno (metilimino) o MMI, -CH2-O-N (CH3)-CH2-,-CH2N(CH3)-N(CH3) CH2-y -ON(CH3)-CH2-CH2-,
donde la estructura de fosfodiéster nativo se representa como -O-P-O-CH2- de la patente de Estados Unidos n.°
5.489.677 que se ha citado anteriormente, y las estructuras de amida de la patente de Estados Unidos n.° 5.602.240.
También hay oligonucleétidos que tienen estructuras principales de morfolino de la patente de Estados Unidos n.°
5.034.506 que se ha citado anteriormente.

Los oligonucleétidos modificados también pueden contener uno o0 mas restos de azlcar sustituidos. Los
oligonucleétidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2": OH; F; O-, S- o N-alquilo; O-, S-, o N-alquenilo;
O-, S- o N-alquinilo; o O-alquil-O-alquilo, donde el alquilo, alquenilo y alquinilo pueden ser alquilo de C a CO
sustituido o sin sustituir o alquenilo y alquinilo de C2 a CO. Particularmente se prefieren O(CH2)nOmCH3, O(CH2)n,
OCH3, O(CH2)nNH2, O(CH2)nCH3, O(CH2)NnONH2 y O(CH2nON(CH2)nCH3)2 donde n y m pueden ser de 1 a
aproximadamente 10. Otros oligonucleétidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2': de C a CO (alquilo
inferior, alquilo inferior sustituido, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo o O-aralquilo, SH, SCH3, OCN, ClI, Br, CN, CF3,
OCF3, SOCH3, SO2CH3, ONO2, NO2, N3, NH2, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino,
polialquilamino, sililo sustituido, un grupo de escision de ARN, un grupo indicador, un intercalador, un grupo para
mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucle6tido, o un grupo para mejorar las propiedades
farmacodinamicas de un oligonucle6tido, y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. Una maodificacion
comprende 2-metoxietoxi (2'-O-CH2CH20CHS3, también conocido como 2'-O-(2-metoxietilo) o 2'-MOE), es decir, un
grupo alcoxialcoxi. Una modificacion adicional comprende 2'-dimetilaminooxietoxi, es decir, un grupo
O(CH2)20N(CH3)2, también conocido como 2-DMAOE, como se describe en los ejemplos en el presente
documento a continuacién, y 2'-dimetilaminoetoxietoxi (también conocido en la técnica como 2'-O-
dimetilaminoetoxietilo o 2'-DMAEOE), es decir, 2'-O-CH2-O-CH2-N(CH2)2.

Otras modificaciones comprenden 2'-metoxi (2'-OCH3), 2'-aminopropoxi (2'-OCH2CH2CH2NH2) y 2'-fldor (2'-F).
También pueden hacerse modificaciones similares en otras posiciones en el oligonucleétido, particularmente la
posicion 3' del azucar en el nucledtido del extremo 3' 0 en oligonucledtidos enlazados 2'-5' y la posicién 5' del
nucledtido del extremo 5'. Los oligonucleétidos también pueden tener miméticos de azlcar tales como restos
ciclobutilo en lugar del pentofuranosil azlcar. Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la
preparacion de tales estructuras de azUcar modificadas comprenden, pero sin limitacion, las patentes de Estados
Unidos n.° 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878; 5.446.137; 5.466.786; 5.514.785; 5.519.134;
5.567.811; 5.576.427; 5.591.722; 5.597.909; 5.610.300; 5.627.053; 5.639.873; 5.646.265; 5.658.873; 5.670.633; y
5.700.920.

Los oligonucleétidos también pueden comprender modificaciones o sustituciones de nucleobases (frecuentemente
denominadas en la técnica simplemente "base"). Como se usa en el presente documento, nucledtidos "no
modificados" o "naturales" comprenden las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de pirimidina
timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Los nucle6tidos modificados comprenden otros nucleétidos sintéticos y naturales
tales como 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroxietilcitosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, derivados de 6-
metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, derivados de 2-propilo y otros de alquilo de adenina y
guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propiniluracilo y citosina, 6-azouracilo,
citosina y timina, 5-uracilo (pseudo-uracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras
adeninas y guaninas sustituidas en 8, 5-halo, particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas
sustituidos en 5, 7-metilquanina y 7-metiladenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina
y 3-deazaguanina y 3-deazaadenina.

Ademas, los nucledétidos comprenden los desvelados en la patente de Estados Unidos n.° 3,687,808, los desvelados
en "The Concise Encyclopedia of Polymer Science And Engineering”, paginas 858-859, Kroschwitz, J.I., ed. John
Wiley & Sons, 1990, los desvelados por Engliseh et al., "Angewandle Chemie, International Edition”, 1991, 30,
pagina 613, y los desvelados por Sanghvi, Y.S., Capitulo 15, "Antisense Research and Applications”, paginas 289-
302, Crooke, S.T. y Lebleu, B. ca., CRC Press, 1993. Algunos de estos nucledtidos son particularmente Utiles para
aumentar la afinidad de unién de los compuestos oligoméricos de la divulgacion. Estos comprenden pirimidinas 5-
sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas en N-2, N-6 y 0-6, que comprenden 2-aminopropiladenina, 5-
propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha mostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad
del duplex de &cido nucleico en 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. y Lebleu, B., eds, "Antisense Research and
Applications”, CRC Press, Boca Raton, 1993, pags. 276-278) y son en el presente sustituciones de base, incluso
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mas particularmente cuando se combinan con modificaciones de 2'-O-metoxietil azlcar.

Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de los nucleétidos modificados que se
han indicado anteriormente, asi como otros nucleétidos modificados, comprenden, pero sin limitacién, las patentes
de Estados Unidos n.° 3.687.808, asi como 4.845.205; 5.130.302; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066; 5.432.272;
5.457.187; 5.459.255; 5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.596.091; 5.614.617; 5.750.692, y
5.681.941.

Otra modificacion de los oligonucleétidos de la divulgacion implica enlazar quimicamente al oligonucleétido uno o
mas restos o conjugados, que potencian la actividad, distribucién celular o captacién celular del oligonucleétido

Tales restos comprenden, pero sin limitacion, restos de lipido tales como un resto colesterol, acido colico, un tioéter,
por ejemplo, hexil-S-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o de
undecilo, un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicerol-3-H-fosfonato de
trietilamonio, una poliamina o una cadena de polietilenglicol, o acido adamantanoacético, un resto palmitilo, o un
resto octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol.

Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de dichos conjugados oligonucleétidos
comprenden, pero sin limitacion, las patentes de Estados Unidos n.° 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465;
5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578.717. 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802; 5.138.045;
5.414.077; 5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737;
4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963;
5.214.136; 5. 245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241. 5.391.723;
5.416.203. 5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371,
5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599. 928 y 5.688.941.

Descubrimiento de farmacos: Los compuestos de la presente divulgacion también pueden aplicarse en las areas del
descubrimiento de farmacos y validacion de dianas. La presente divulgacion comprende el uso de los compuestos y
segmentos diana identificados en el presente documento en los esfuerzos del descubrimiento de farmacos para
esclarecer relaciones que existen entre un polinucledtido de un gen antivirico y una patologia, fenotipo o afeccion.
Estos métodos incluyen detectar o modular un polinucleétido de un gen antivirico que comprende poner en contacto
una muestra, tejido, célula u organismo con los compuestos de la presente divulgacion, medir el nivel de acido
nucleico o de proteina de un polinucledtido de un gen antivirico y/o un criterio de valoracién fenotipico o quimico
relacionado en algin momento después del tratamiento, y opcionalmente comparar el valor medido con una muestra
no tratada o muestra tratada con un compuesto adicional de la divulgacion. Estos métodos también pueden
realizarse en paralelo o en combinacién con otros experimentos para determinar la funcién de genes desconocidos
para el proceso de validacién de dianas o para determinar la validez de un producto génico particular como diana
para el tratamiento o prevencion de una enfermedad, afeccién o fenotipo particular.

Evaluacién de la regulacion por aumento o inhibicion de la expresion génica:

La transferencia de un acido nucleico exégeno en una célula huésped u organismo puede evaluarse detectando
directamente la presencia del acido nucleico en la célula u organismo. Tal deteccidon puede lograrse por varios
métodos muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, la presencia del acido nucleico exdgeno puede detectarse por
Southern blot o por una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores que amplifican
especificamente secuencias de nucleétidos asociadas al acido nucleico. La expresion de los acidos nucleicos
exogenos también puede medirse usando métodos convencionales que incluyen analisis de expresion génica. Por
ejemplo, el ARNm producido a partir de un acido nucleico exégeno puede detectarse y cuantificarse usando una
Northern blot y PCR con transcripcion inversa (RT-PCR).

La expresion de ARN del &cido nucleico exdgeno también puede detectarse midiendo una actividad enzimética o
una actividad de proteina indicadora. Por ejemplo, puede medirse la actividad moduladora antisentido indirectamente
como una disminucion o aumento en la expresion de &cido nucleico diana como una indicacion de que el &cido
nucleico exdgeno esta produciendo el ARN efector. Basandose en la conservacion de secuencias, pueden disefiarse
cebadores y usarse para amplificar regiones codificantes de los genes diana. Inicialmente, la regién codificante mas
altamente expresada de cada gen puede usarse para construir un gen de control modelo, aunque puede usarse
cualquier region codificante o no codificante. Cada gen de control se ensambla insertando cada region codificante
entre una region codificante indicadora y su sefial de poli(A). Estos plasmidos producirdn un ARNm con un gen
indicador en la porcién aguas arriba del gen y una posible diana de iARN en la regién no codificante 3'. La eficacia
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de los oligonucledtidos antisentido individuales se ensayard por modulacion del gen indicador. Los genes
indicadores Utiles en los métodos de la presente divulgacion incluyen acetohidroxiacido sintasa (AHAS), fosfatasa
alcalina (AP), beta-galactosidasa (LacZ), beta-glucuronidasa (GUS), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), proteina
verde fluorescente (GFP), proteina roja fluorescente (RFP), proteina amarilla fluorescente (YFP), proteina cian
fluorescente (CFP), peroxidasa de rabano picante (HRP), luciferasa (Luc), nopalina sintasa (NOS), octopina sintasa
(OCS), y derivados de los mismos. Estan disponibles multiples marcadores de seleccion que confieren resistencia a
ampicilina, bleomicina, cloranfenicol, gentamicina, higromicina, kanamicina, lincomicina, metotrexato, fosfinotricina,
puromicina y tetraciclina. Los métodos de determinacion de la modulacién de un gen indicador se conocen bien en la
técnica, e incluyen, pero sin limitacion, métodos fluorimétricos (por ejemplo, espectroscopia de fluorescencia,
clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS), microscopia de fluorescencia), determinacion de la
resistencia a antibioticos.

La expresion de las proteinas RIG1, MDA5, IFNA1 y ARNm puede ensayarse usando métodos conocidos por los
expertos en la técnica y descritos en cualquier parte en el presente documento. Por ejemplo, pueden usarse
inmunoensayos tales como ELISA para medir niveles de proteina. Los anticuerpos de un gen antivirico para ELISA
estan disponibles en el mercado, por ejemplo, en R&D Systems (Mineapolis, MN), Abcam, Cambridge, MA.

En aspectos, la expresion de RIG1, MDA5, IFNAL (por ejemplo, ARNm o proteina) en una muestra (por ejemplo,
células o tejidos in vivo o in vitro) tratada usando un oligonucleétido antisentido de la divulgacion se evalla
comparando con la expresién de un gen antivirico en una muestra de control. Por ejemplo, la expresion de la
proteina o acido nucleico puede compararse usando métodos conocidos por los expertos en la técnica con aquella
en una muestra tratada con vector vacio o sin tratar. Como alternativa, la comparacién con una muestra tratada con
un oligonucleétido antisentido de control (por ejemplo, una que tiene una secuencia alterada o diferente) puede
hacerse dependiendo de la informacion deseada. En otro aspecto, una diferencia en la expresion de la proteina o
acido nucleico de un gen antivirico en una muestra tratada frente a una muestra sin tratar puede compararse con la
diferencia en la expresion de un acido nucleico diferente (incluyendo cualquier estandar considerado apropiado por
el investigador, por ejemplo, un gen de mantenimiento) en una muestra tratada frente a una muestra sin tratar.

Las diferencias observadas pueden expresarse segin se desee, por ejemplo, en forma de una relacién o fraccion,
para su uso en una comparacion con control. En aspectos, el nivel de ARNm de un gen antivirico o proteina, en una
muestra tratada con un oligonucledtido antisentido de la presente divulgacion, disminuye o aumenta
aproximadamente 1,25 veces a aproximadamente 10 veces 0 mas con respecto a una muestra sin tratar o una
muestra tratada con un &cido nucleico de control. En aspectos, el nivel de ARNm de un gen antivirico o proteina
aumenta o disminuye al menos aproximadamente 1,25 veces, al menos aproximadamente 1,3 veces, al menos
aproximadamente 1,4 veces, al menos aproximadamente 1,5 veces, al menos aproximadamente 1,6 veces, al
menos aproximadamente 1,7 veces, al menos aproximadamente 1,8 veces, al menos aproximadamente 2 veces, al
menos aproximadamente 2,5 veces, al menos aproximadamente 3 veces, al menos aproximadamente 3,5 veces, al
menos aproximadamente 4 veces, al menos aproximadamente 4,5 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al
menos aproximadamente 5,5 veces, al menos aproximadamente 6 veces, al menos aproximadamente 6,5 veces, al
menos aproximadamente 7 veces, al menos aproximadamente 7,5 veces, al menos aproximadamente 8 veces, al
menos aproximadamente 8,5 veces, al menos aproximadamente 9 veces, al menos aproximadamente 9,5 veces, o
al menos aproximadamente 10 veces 0 mas.

Kits, reactivos de investigacion, productos de diagnéstico y productos terapéuticos

Los compuestos de la presente divulgacién pueden utilizarse para diagnéstico, agentes terapéuticos y profilaxis, y
como reactivos de investigacion y componentes de kits. Ademas, los oligonucleétidos antisentido, que son capaces
de inhibir la expresién génica con exquisita especificidad, se usan frecuentemente por los expertos para aclarar la
funcién de genes particulares o para distinguir entre funciones de diversos miembros de una via bioldgica.

Para su uso en kits y productos de diagnostico y en diversos sistemas biolégicos, los compuestos de la presente
divulgacion, tanto en solitario como en combinacién con otros compuestos o productos terapéuticos, son Utiles como
herramientas en analisis diferenciales y/o combinatorios para aclarar patrones de expresion de una porcién o del
complemento entero de genes expresados dentro de células y tejidos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sistema bioldgico”" o "sistema" se define como cualquier
organismo, célula, cultivo celular o tejido que expresa, o se ha hecho competente para expresar productos de genes
antiviricos. Estos incluyen, pero sin limitacion, seres humanos, animales transgénicos, células, cultivos celulares,
tejidos, xenoinjertos, trasplantes y combinaciones de los mismos.
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Como un ejemplo no limitante, los patrones de expresion dentro de células o tejidos tratados con uno o mas
compuestos antisentido se comparan con células o tejidos de control no tratados con compuestos antisentido y los
patrones producidos se analizan para niveles diferenciales de expresion génica ya que estan relacionados, por
ejemplo, con asociacion de enfermedad, via de sefializacién, localizacion celular, nivel de expresion, tamario,
estructura o funciéon de los genes examinados. Estos andlisis pueden realizarse en células estimuladas o sin
estimular y en presencia o ausencia de otros compuestos que afectan los patrones de expresion.

Los ejemplos de métodos de analisis de la expresion génica conocidos en la técnica incluyen matrices o
micromatrices de ADN (Brazma y Vilo, (2000) FEBS Lett., 480, 17-24; Celis, et al., (2000) FEBS Lett., 480, 2-16),
SAGE (analisis en serie de la expresion génica) (Madden, et al., (2000) Drug Discov. Today, 5, 415- 425), READS
(amplificacién por enzima de restriccion de ADNc digeridos) (Prashar y Weissman, (1999) Methods Enzymol., 303,
258-72), TOGA (andlisis de la expresién génica total) (Sutcliffe, et al., (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97, 1976-
81), matrices de proteinas y protedmica (Celis, et al., (2000) FEBS Lett., 480, 2-16; Jungblut, et al., Electrophoresis,
1999, 2100-10), secuenciacion de etiquetas de secuencia expresada (EST) (Celis, et al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-
16; Larsson, et al., J. Biotechnol., 2000, 80, 143-57), huellas genémicas de ARN sustractivas (SuRF) (Fuchs, et al.,
(2000) Anal. Biochem. 286, 91-98; Larson, et al., (2000) Cytometry 41, 203-208), clonacion sustractiva, expresion
diferencial (DD) (Jurecic y Belmont, (2000) Curr: Opin. Microbiol. 3, 316-21), hibridacion genémica comparativa
(Carulli, et al., (1998) J. Cell Biochem. Suppl., 31, 286-96), técnicas de FISH (hibridacion in situ fluorescente) (Going
y Gusterson, (1999) Eur. J. Cancer, 35, 1895-904) y métodos de espectrometria de masas (To, Comb. (2000) Chem.
High Throughput Screen, 3.235-41).

Los compuestos de la divulgacién son utiles para investigacion y diagndstico, debido a que estos compuestos
hibridan con acidos nucleicos que codifican un gen antivirico. Por ejemplo, los oligonucleétidos que hibridan con tal
eficiencia y bajo tales condiciones que se han desvelado en el presente documento por ser eficaces. Los
moduladores de un gen antivirico son cebadores o sondas eficaces en condiciones que favorecen la amplificacion
génica o deteccion, respectivamente. Estos cebadores y sondas son Utiles en métodos que requieren la deteccién
especifica de moléculas de acidos nucleicos que codifican un gen antivirico y en la amplificacion de dichas
moléculas de &cidos nucleicos para la deteccién o para su uso en estudios adicionales de un gen antivirico. La
hibridacion de los oligonucleétidos antisentido, particularmente los cebadores y sondas, de la divulgacion con un
acido nucleico que codifica un gen antivirico puede detectarse por medios conocidos en la técnica. Tales medios
pueden incluir conjugacién de una enzima con el oligonucleétido, radiomarcado del oligonucleétido, o cualquier otro
medio de deteccién adecuado. También pueden prepararse kits que usan tales medios de deteccidn para detectar el
nivel de un gen antivirico en una muestra.

La especificidad y sensibilidad de antisentido también se emplean por los expertos en la técnica para usos
terapéuticos. Se han empleado oligonucledtidos antisentido como restos terapéuticos en el tratamiento de patologias
en animales, incluyendo seres humanos. Los farmacos de oligonucleétido antisentido se han administrado con
seguridad y eficazmente a seres humanos y numerosos ensayos clinicos estan actualmente en marcha. Por lo tanto,
se establece que los compuestos antisentido pueden ser modalidades terapéuticas Utiles que pueden configurarse
para ser Utiles en pautas de tratamiento para el tratamiento de células, tejidos y animales, especialmente seres
humanos.

Para productos terapéuticos, un animal, preferiblemente un ser humano, que se sospecha que tiene una enfermedad
o trastorno que puede tratarse modulando la expresion de un polinucleétido de un gen antivirico se trata
administrando compuestos antisentido de acuerdo con esta divulgacion. Por ejemplo, en un aspecto no limitante, los
métodos comprenden la etapa de administrar al animal en necesidad de tratamiento una cantidad terapéuticamente
eficaz del modulador de un gen antivirico. Los moduladores de un gen antivirico de la presente divulgacion modulan
eficazmente la actividad de un gen antivirico o modulan la expresion de una proteina de un gen antivirico. En un
aspecto, la actividad o expresién de un gen antivirico en un animal se inhibe aproximadamente el 10 % en
comparaciéon con un control. Preferiblemente, la actividad o expresion de un gen antivirico en un animal se inhibe
aproximadamente el 30 %. Mas preferiblemente, la actividad o expresiéon de un gen antivirico en un animal se inhibe
el 50 % o mas. Por lo tanto, los compuestos oligoméricos modulan la expresién del ARNm de un gen antivirico al
menos el 10 %, al menos el 50 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al
menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al
menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, o el 100 % en comparacién con un control.

En un aspecto, la actividad o expresion de un gen antivirico y/o en un animal se eleva aproximadamente en un 10 %
en comparacion con un control. Preferiblemente, la actividad o expresién de un gen antivirico en un animal se eleva
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aproximadamente el 30 %. Mas preferiblemente, la actividad o expresién de un gen antivirico en un animal se eleva
el 50 % o mas. Por lo tanto, los compuestos oligoméricos modulan la expresion del ARNm de un gen antivirico al
menos el 10 %, al menos el 50 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al
menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al
menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, o el 100 % en comparacién con un control.

Por ejemplo, la reduccién de la expresion de un gen antivirico puede medirse en suero, sangre, tejido adiposo,
higado o cualquier otro fluido corporal, tejido u 6rgano del animal. Preferiblemente, las células contenidas dentro de
dichos fluidos, tejidos u 6rganos que se analizan contienen una molécula de acido nucleico que codifica péptidos de
un gen antivirico y/o la propia proteina de un gen antivirico.

Los compuestos de la divulgacion pueden utilizarse en composiciones farmacéuticas afiadiendo una cantidad eficaz
de un compuesto a un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable adecuado. El uso de los compuestos y
métodos de la divulgacion también puede ser Util profilacticamente.

Conjugados: Otra modificacién de los oligonucleétidos de la divulgacién implica enlazar quimicamente al
oligonucledtido uno o mas restos o conjugados que potencian la actividad, distribucién celular o captacion celular del
oligonucleétido. Estos restos o conjugados pueden incluir grupos conjugados covalentemente unidos a grupos
funcionales tales como grupos hidroxilo primarios o secundarios. Los grupos conjugados de la divulgacion incluyen
intercaladores, moléculas indicadoras, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, poliéteres, grupos que potencian las
propiedades farmacodinamicas de oligdbmeros, y grupos que potencian las propiedades farmacocinéticas de
oligbmeros. Los grupos conjugados tipicos incluyen colesteroles, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenazina, folato,
fenantridina, antraquinona, acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y colorantes. Los grupos que potencian las
propiedades farmacodinamicas, en el contexto de la presente divulgacion, incluyen grupos que mejoran la captacion,
potencian la resistencia a la degradacion y/o fortalecen la hibridacién especifica de secuencia con el acido nucleico
diana. Los grupos que potencian las propiedades farmacocinéticas, en el contexto de la presente divulgacion,
incluyen grupos que mejoran la captacion, distribucion, metabolismo o eliminacion de los compuestos de la presente
divulgacion. Los grupos de conjugados representativos se desvelan en la solicitud de patente internacional n.°
PCT/US92/09196, presentada el 23 de octubre de 1992, y la Pat. de Estados Unidos n.° 6.287.860. Los restos de
conjugados incluyen, pero sin limitacion, restos de lipidos tales como un resto colesterol, &cido cdlico, un tioéter, por
ejemplo, hexil-5-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o undecilo, un
fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicerol-3-H-fosfonato de trietilamonio, una
poliamina o una cadena de polietilenglicol, o &cido adamantanoacético, un resto palmitilo, o un resto octadecilamina
o hexilamino-carbonil-oxicolesterol. Los oligonucleétidos de la divulgacion también pueden conjugarse con principios
activos, por ejemplo, aspirina, warfarina, fenilbutazona, ibuprofeno, suprofeno, fenbufeno, ketoprofeno, (S)-(+)-
pranoprofeno, carprofeno, dansilsarcosina, acido 2,3,5-triyodobenzoico, acido flufenamico, acido folinico, una
benzotiadiazida, clorotiazida, una diazepina, indometacina, un barbitdrico, una cefalosporina, un farmaco sulfa, un
antidiabético, un antibacteriano o un antibiético.

Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de tales conjugados de
oligonucledtidos incluyen, pero sin limitacién, las Pat. de Estados Unidos n.° 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105;
5.525.465; 5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578.717. 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802;
5.138.045; 5.414.077; 5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779;
4.789.737; 4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830;
5.112.963; 5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241.
5.391.723; 5.416.203. 5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481;
5.587.371; 5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 y 5.688.941.

Formulaciones: Los compuestos de la divulgacién también pueden mezclarse, encapsularse, conjugarse o asociarse
de otro modo a otras moléculas, estructuras de molécula o mezclas de compuestos, como, por ejemplo, liposomas,
moléculas dirigidas a receptor, formulaciones orales, rectales, tépica u otras, para ayudar en la captacion,
distribucion y/o absorcién. Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de tales
formulaciones que facilitan la captacién, distribucion y/o absorcién incluyen, pero sin limitacién, las Pat. de Estados
Unidos n.° 5.108.921; 5.354.844; 5.416.016; 5.459.127; 5.521.291; 5.543.165; 5.547.932; 5.583.020; 5.591.721;
4.426.330; 4.534.899; 5.013.556; 5.108.921; 5.213.804; 5.227.170; 5.264.221; 5.356.633; 5.395.619; 5.416.016;
5.417.978; 5.462.854; 5.469.854; 5.512.295; 5.527.528; 5.534.259; 5.543.152; 5.556.948; 5.580.575; y 5.595.756.

Aungue los oligonucleétidos antisentido no necesitan administrarse en el contexto de un vector con el fin de modular
una expresion y/o funciéon de diana, los aspectos de la divulgacién se refieren a construcciones de vector de
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expresion para la expresion de oligonucleétidos antisentido, que comprende promotores, secuencias de genes
promotores hibridos y poseen una fuerte actividad constitutiva promotora, o una actividad de promotor que puede
inducirse en el caso deseado.

En un aspecto, la practica de la divulgacién implica administrar al menos uno de los oligonucle6tidos antisentido
anteriores con un sistema de administracion de acidos nucleicos adecuado. En un aspecto, ese sistema incluye un
vector no viral operativamente ligado al polinucleétido. Los ejemplos de tales vectores no virales incluyen el
oligonucledtido en solitario (por ejemplo, una cualquiera 0 mas de SEQ ID NO: 10 a 30) o en combinacién con una
formulacién de proteina, polisacéarido o lipido adecuada.

Los sistemas de administracion de acidos nucleicos adecuados adicionales incluyen vector viral, normalmente una
secuencia de al menos uno de un adenovirus, virus asociado a adenovirus (AAV), adenovirus dependiente de
cooperador, retrovirus, o complejo de virus hemaglutinante de liposoma de Japon (HVJ). Preferiblemente, el vector
viral comprende un promotor de eucariota fuerte operativamente enlazado al polinucleétido, por ejemplo, un
promotor de citomegalovirus (CMV).

Los vectores preferidos adicionales incluyen vectores virales, proteinas de fusiéon y conjugados quimicos. Los
vectores retrovirales incluyen virus de la leucemia murina de Moloney y virus basados en el VIH. Un vector viral
basado en el VIH preferido comprende al menos dos vectores donde los genes gag y pol son de un genoma del VIH
y el gen env es de otro virus. Se prefieren vectores virales de ADN. Estos vectores incluyen vectores de pox tales
como vectores de ortopox o avipox, vectores del virus del herpes tales como un vector del virus del herpes simple |
(VHS), vectores de adenovirus y vectores de virus adeno-asociados.

Los compuestos antisentido de la divulgacion incluyen cualquier sal farmacéuticamente aceptable, éster o sal de
tales ésteres, o cualquier otro compuesto que, tras la administracién a un animal, incluyendo un ser humano, es
capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o residuo del mismo.

La expresion "sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisioldgicamente y farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de la divulgacion: es decir, sales que conservan la actividad bioldgica deseada del
compuesto precursor y no confieren efectos toxicolégicos no deseados al mismo. Para los oligonucleétidos, los
ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables y sus usos se describen adicionalmente en la Pat. de Estados
Unidos n.° 6.287.860.

La presente divulgacion también incluye composiciones farmacéuticas y formulaciones que incluyen los compuestos
antisentido de la divulgacion. Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacién pueden administrarse en
varias formas que dependen de si se desea tratamiento local o sistémico y del area que va a tratarse. La
administracion puede ser topica (incluyendo oftdlmica y a membranas mucosas que incluyen administracion vaginal
y rectal), pulmonar, por ejemplo, por inhalacién o insuflacion de polvos o aerosoles, incluyendo por nebulizador;
intratraqueal, intranasal, epidérmica y transdérmica), oral o parenteral. La administracion parenteral incluye inyeccién
o infusién intravenosa, intrarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o administracion intracraneal, por
ejemplo, intratecal o intraventricular.

Para tratar tejidos en el sistema nervioso central, la administracién puede hacerse por, por ejemplo, inyeccion o
infusion en el liquido cefalorraquideo. La administracion de ARN antisentido en liquido cefalorraquideo se describe,
por ejemplo, en la Pub. de Sol. de Pat. de Estados Unidos n.° 2007/0117772, "Methods for slowing familial ALS
disease progression".

Si se pretende que el oligonucledtido antisentido de la presente divulgacion se administre a células en el sistema
nervioso central, la administracién puede ser con uno 0 mas agentes capaces de promover la penetracion del
oligonucledtido antisentido objeto a través de la barrera hematoencefalica. La inyeccién puede hacerse, por ejemplo,
en la corteza entorrinal o el hipocampo. La administracion de factores neurotréficos por administracion de un vector
de adenovirus a neuronas motoras en tejido muscular se describe, por ejemplo, en la Pat. de Estados Unidos n.°
6.632.427, "Adenoviral-vector-mediated gene transfer into medullary motor neurons”. La administracién de vectores
directamente al cerebro, por ejemplo, el estriado, el tdlamo, el hipocampo, o la sustancia negra, se conoce en la
técnica y se describe, por ejemplo, en la Pat. de Estados Unidos n.° 6.756.523, "Adenovirus vectors for the transfer
of foreign genes into cells of the central nervous system particularly in brain". La administracién puede ser rapida
como mediante inyeccion o hacerse durante un periodo de tiempo como por infusién o administracion lenta de
formulaciones de liberacion lenta.
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Los oligonucleétidos antisentido objeto también puede enlazarse o conjugarse con agentes que proporcionan
propiedades farmacéuticas o farmacodinamicas deseables. Por ejemplo, el oligonucleétido antisentido puede
acoplarse a cualquier sustancia, conocida en la técnica para promover la penetracion o transporte a través de la
barrera hematoencefdlica, tal como un anticuerpo para el receptor de transferrina, y administrarse mediante
inyeccion intravenosa. El compuesto antisentido puede enlazarse con un vector viral, por ejemplo, que hace al
compuesto antisentido mas eficaz y/o aumenta el transporte del compuesto antisentido a través de la barrera
hematoencefalica. La rotura osmética de la barrera hematoencefalica también puede realizarse, por ejemplo, por
infusiéon de azlcares incluyendo, pero sin limitacion, mesoeritritol, xilitol, D(+) galactosa, D(+) lactosa, D(+) xilosa,
dulcitol, mio-inositol, L(-) fructosa, D(-) manitol, D(+) glucosa, D(+) arabinosa, D(-) arabinosa, celobiosa, D(+)
maltosa, D(+) rafinosa, L(+) ramnosa, D(+) melibiosa, D(-) ribosa, adonitol, D(+) arabitol, L(-) arabitol, D(+) fucosa,
L(-) fucosa, D(-) lixosa, L(+) lixosa y L(-) lixosa, o0 aminoacidos que incluyen, pero sin limitacion, glutamina, lisina,
arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glicina, histidina, leucina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, tirosina, valina y taurina. Los métodos y materiales para potenciar la penetracion de la
barrera hematoencefélica se describen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos n.° 4.866.042, "Method for
the delivery of genetic material across the blood brain barrier”, 6.294.520, "Material for passage through the blood-
brain barrier", y 6.936.589, "Parenteral delivery system".

Los compuestos antisentido objeto pueden mezclarse, encapsularse, conjugarse o asociarse de otro modo a otras
moléculas, estructuras de molécula o mezclas de compuestos, por ejemplo, liposomas, moléculas dirigidas a
receptor, formulaciones orales, rectales, tépica u otras, para facilitar la captacion, distribucion y/o absorcion. Por
ejemplo, pueden incluirse lipidos catidnicos en la formulacién para facilitar la captacion de oligonucleétidos. Se
mostré que una composicién de este tipo que facilita la captacion es LIPOFECTIN (disponible en GIBCO-BRL,
Bethesda, MD).

Se cree que los oligonucleétidos con al menos una modificacién de 2'-O-metoxietilo son particularmente Utiles para
administracion por via oral. Las composiciones farmacéuticas y formulaciones para administracion topica pueden
incluir parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, pulverizadores, liquidos y
polvos. Pueden ser necesarios 0 deseables vehiculos farmacéuticos convencionales, bases acuosas, en polvo u
oleosas, espesantes y similares. También pueden ser (tiles preservativos recubiertos, guantes y similares.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion, que pueden presentarse convenientemente en forma de
dosificacién unitaria, pueden prepararse segun técnicas convencionales muy conocidas en la industria farmacéutica.
Tales técnicas incluyen la etapa de poner en asociacion los principios activos con el vehiculo o vehiculos
farmacéuticos o uno o mas excipientes. En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacion uniforme
e intimamente los principios activos con vehiculos liquidos o vehiculos soélidos finamente divididos, o ambos, y
después, si fuera necesario, moldeando el producto.

Las composiciones de la presente divulgacién pueden formularse en cualquiera de muchas formas de dosificacion
posibles tales como, pero sin limitacion, comprimidos, capsulas, capsulas de gel, jarabes liquidos, geles blandos,
supositorios y enemas. Las composiciones de la presente divulgacién también pueden formularse como
suspensiones en medios acuosos, NO acuosos O mixtos. Las suspensiones acuosas pueden contener
adicionalmente sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension incluyendo, por ejemplo,
carboximetilcelulosa sddica, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener estabilizadores.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion incluyen, pero sin limitacién, soluciones, emulsiones,
espumas y formulaciones que contienen liposomas. Las composiciones farmacéuticas y formulaciones de la
presente divulgacion pueden comprender uno o mas potenciadores de la penetracion, vehiculos, excipientes u otros
principios activos o inactivos.

Las emulsiones normalmente son sistemas heterogéneos de un liquido dispersado en otro en forma de gotitas que
normalmente superan 0,1 um de didmetro. Las emulsiones pueden contener componentes adicionales, ademas de
las fases dispersas, y el farmaco activo que puede estar presente como una disolucion en la fase acuosa, fase
oleosa o por si mismo como una fase separada. Las microemulsiones estan incluidas como un aspecto de la
presente divulgacion. Las emulsiones y sus usos se conocen bien en la técnica y se describen adicionalmente en la
Pat. de Estados Unidos n.° 6.287.860.

Las formulaciones de la presente divulgacién incluyen formulaciones liposomales. Como se usa en la presente
divulgacion, el término "liposoma" significa una vesicula compuesta de lipidos anfilicos dispuestos en una bicapa o
bicapas esféricas. Los liposomas son vesiculas unilaminares o multilaminares que tienen una membrana formada de
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un material lipéfilo y un interior acuoso que contiene la composicion que va a administrarse. Los liposomas
catibnicos son liposomas positivamente cargados que se cree que interaccionan con moléculas de ADN
negativamente cargadas para formar un complejo estable. Se cree que los liposomas que son sensibles al pH o
estan cargados negativamente atrapan el ADN en vez de complejarse con él. Se han usado tanto liposomas
catiénicos como no catiénicos para administrar ADN a células.

Los liposomas también incluyen liposomas "estéricamente estabilizados", una expresién que, como se usa en el
presente documento, se refiere a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados. Cuando se
incorporan en liposomas, estos lipidos especializados producen liposomas con vidas mejoradas con respecto a los
liposomas que carecen de tales lipidos especializados. Los ejemplos de liposomas estéricamente estabilizados son
aquellos en los que parte de la porcion de lipido que forma la vesicula del liposoma comprende uno o mas
glicolipidos o se derivatiza con uno o mas polimeros hidréfilos, tales como un resto de polietilenglicol (PEG). Los
liposomas y sus usos se describen adicionalmente en la Pat. de Estados Unidos n.° 6.287.860.

Las formulaciones farmacéuticas y composiciones de la presente divulgacion también pueden incluir tensioactivos.
El uso de tensioactivos en medicamentos, formulaciones y en emulsiones es muy conocido en la técnica. Los
tensioactivos y sus usos se describen adicionalmente en la Pat. de Estados Unidos n.° 6.287.860.

En un aspecto, la presente divulgacion emplea diversos potenciadores de la penetracion para efectuar la eficaz
administracion de &cidos nucleicos, particularmente oligonucleétidos. Ademas de ayudar en la difusién de farmacos
no lipdfilos a través de membranas celulares, los potenciadores de la penetracion también potencian la
permeabilidad de farmacos lipéfilos. Los potenciadores de la penetracién pueden clasificarse como pertenecientes a
una de cinco amplias categorias, es decir, tensioactivos, acidos grasos, sales biliares, agentes quelantes y no
tensioactivos no quelantes. Los potenciadores de la penetracion y sus usos se describen adicionalmente en la Pat.
de Estados Unidos n.° 6.287.860.

Un experto en la técnica reconocera que las formulaciones se disefian rutinariamente segun su uso previsto, es
decir, via de administracion.

Las formulaciones para administracion topica incluyen aquellas en las que los oligonucleétidos de la divulgacion
estan en mezcla con un agente de administracion tépica tal como lipidos, liposomas, acidos grasos, ésteres de
acidos grasos, esteroides, agentes quelantes y tensioactivos. Los lipidos y liposomas incluyen neutros (por ejemplo,
dioleoil-fosfatidiletanolamina DOPE, dimiristoilfosfatidilcolina DMPC, diestearoilfosfatidilcolina) negativos (por
ejemplo, dimiristoilfosfatidilglicerol DMPG) y cationicos (por ejemplo, dioleoiltetrametilaminopropilo DOTAP y dioleoil-
fosfatidiletanolamina DOTMA).

Para administracion tépica u otra, los oligonucledtidos de la divulgacion pueden encapsularse dentro de liposomas o
pueden formar complejos con los mismos, en particular con liposomas catidnicos. Como alternativa, los
oligonucledtidos pueden estar complejados con lipidos, en particular con lipidos catiénicos. Acidos grasos y ésteres
preferidos, sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, y sus usos se describen adicionalmente en la Pat.
de Estados Unidos n.° 6.287.860.

Las composiciones y formulaciones para administracion por via oral incluyen polvos o granulos, microparticulas,
nanoparticulas, suspensiones o soluciones en agua o medios no acuosos, capsulas, capsulas de gel, sobres,
comprimidos o minicomprimidos. Pueden ser deseables espesantes, aromatizantes, diluyentes, emulsionantes,
adyuvantes de dispersion o aglutinantes. Las formulaciones orales son aquellas en las que los oligonucleétidos de la
divulgacion se administran conjuntamente con uno o mas potenciadores de la penetracion, tensioactivos y quelantes.
Los tensioactivos incluyen acidos grasos y/o ésteres o sales de los mismos, acidos biliares y/o sales de los mismos.
Los acidos biliares/sales y acidos grasos y sus usos se describen adicionalmente en la Pat. de Estados Unidos n.°
6.287.860. También son combinaciones de potenciadores de la penetracion, por ejemplo, acidos grasos/sales en
combinacion con acidos biliares/sales. Una combinacion particular es la sal de sodio de acido laurico, acido caprico y
UDCA. Los potenciadores de la penetracion adicionales incluyen éter polioxietilen-9-laurilico, éter polioxietilen-20-
cetilico. Los oligonucleétidos de la divulgacion pueden administrarse por via oral, en forma granulada que incluye
particulas secadas por pulverizacion, o complejados para formar micro o nanoparticulas. Los agentes de
complejantes de oligonucledtidos y sus usos se describen adicionalmente en la Pat. de Estados Unidos n.°
6.287.860.

Las composiciones y formulaciones para administracion parenteral, intratecal o intraventricular pueden incluir
soluciones acuosas estériles que también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados tales
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como, pero sin limitacion, potenciadores de la penetracion, compuestos portadores y otros vehiculos o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Ciertos aspectos de la divulgacion proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen uno 0 mas compuestos
oligoméricos y uno 0 mas agentes quimioterapéuticos diferentes que funcionan por un mecanismo no antisentido.
Los ejemplos de tales agentes quimioterapéuticos incluyen, pero sin limitacién, farmacos quimioterapéuticos para el
cancer tales como daunorrubicina, daunomicina, dactinomicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina,
esorrubicina, bleomicina, mafosfamida, ifosfamida, citosina arabinésido, biscloroetil-nitrosurea, busulfano, mitomicina
C, actinomicina D, mitramicina, prednisona, hidroxiprogesterona, testosterona, tamoxifeno, dacarbazina,
procarbazina, hexametilmelamina, pentametilmelamina, mitoxantrona, amsacrina, clorambucilo,
metilciclohexilnitrosurea, mostazas de nitrégeno, melfalan, ciclofosfamida, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina,
citarabina, 5-azacitidina, hidroxiurea, desoxicoformicina, 4-hidroxiperoxiciclo-fosforamida, 5-fluorouracilo (5-FU), 5-
fluorodesoxiuridina (5-FUdR), metotrexato (MTX), colchicina, taxol, vincristina, vinblastina, etopésido (VP-16),
trimetrexato, irinotecan, topotecan, gemcitabina, tenipésido, cisplatino y dietilestilbestrol (DES). Cuando se usan con
los compuestos de la divulgacion, tales agentes quimioterapéuticos pueden usarse individualmente (por ejemplo, 5-
FU y oligonucleétido), secuencialmente (por ejemplo, 5-FU y oligonucleétido durante un periodo de tiempo seguido
de MTX vy oligonucleétido), o en combinacién con uno o varios de otros de tales agentes quimioterapéuticos (por
ejemplo, 5-FU, MTX vy oligonucleétido, o 5-FU, radioterapia y oligonucleétido). Los farmacos antiinflamatorios, que
incluyen, pero sin limitacion, farmacos antiinflamatorios no esteroideos y corticosteroides, y fArmacos antivirales, que
incluyen, pero sin limitacién, ribivirina, vidarabina, aciclovir y ganciclovir, también pueden combinarse en
composiciones de la divulgacion. Las combinaciones de compuestos antisentido y otros farmacos no antisentido
también estan dentro del alcance de la presente divulgacion. Pueden usarse dos o mas compuestos combinados
juntos o secuencialmente.

En otro aspecto relacionado, las composiciones de la divulgacion pueden contener uno 0 mas compuestos
antisentido, particularmente oligonucleétidos, dirigidos a un primer &cido nucleico y uno o mas compuestos
antisentido adicionales dirigidos a un segundo &cido nucleico diana. Por ejemplo, la primera diana puede ser una
secuencia antisentido particular de un gen antivirico, y la segunda diana puede ser una region de otra secuencia de
nucleétidos. Como alternativa, las composiciones de la divulgacion pueden contener dos o mas compuestos
antisentido dirigidos a diferentes regiones de la misma diana de acido nucleico de un gen antivirico. Se ilustran
numerosos ejemplos de compuestos antisentido en el presente documento y otros pueden seleccionarse de entre
compuestos adecuados conocidos en la técnica. Pueden usarse dos o mas compuestos combinados juntos o
secuencialmente.

Dosificacion:

Se cree que la formulacion de composiciones terapéuticas y su posterior administracion (dosificacion) estan dentro
de la experiencia de los expertos en la técnica. La dosificacion depende de la gravedad y sensibilidad de la patologia
que va a tratarse, durando el ciclo de tratamiento de varios dias a varios meses, o0 hasta que se efectle una cura o
se logre una disminucién de la patologia. Pueden calcularse programas de dosificacion 6ptimos a partir de
mediciones de acumulaciéon de farmaco en el cuerpo del paciente. Los expertos pueden determinar facilmente
dosificaciones 6ptimas, metodologias de dosificacion y tasas de repeticion. Las dosificaciones éptimas pueden variar
dependiendo de la potencia relativa de oligonucleétidos individuales, y generalmente pueden estimarse basandose
en las CE50 que se encuentra que son eficaces en modelos animales in vitro e in vivo. En general, la dosificacién es
de 0,01 ug a 100 g por kg de peso corporal, y puede administrarse una vez o mas diariamente, semanalmente,
mensualmente o anualmente, o incluso una vez cada 2 a 20 afios. Los expertos en la técnica pueden estimar
facilmente tasas de repeticion para la dosificacion basandose en tiempos de residencia medidos y concentraciones
del farmaco en los fluidos o tejidos corporales. Tras el tratamiento satisfactorio, puede desearse que el paciente
reciba terapia de mantenimiento para prevenir la reaparicion de la patologia, donde el oligonucle6tido se administra
en dosis de mantenimiento, que oscilan de 0,01 pug a 100 g por kg de peso corporal, una vez o mas diariamente, a
una vez cada 20 afios.

En aspectos, un paciente se trata con una dosificacion de farmaco que es al menos aproximadamente 1, al menos
aproximadamente 2, al menos aproximadamente 3, al menos aproximadamente 4, al menos aproximadamente 5, al
menos aproximadamente 6, al menos aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al menos
aproximadamente 9, al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15, al menos aproximadamente 20,
al menos aproximadamente 25, al menos aproximadamente 30, al menos aproximadamente 35, al menos
aproximadamente 40, al menos aproximadamente 45, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente
60, al menos aproximadamente 70, al menos aproximadamente 80, al menos aproximadamente 90, o al menos
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aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. Ciertas dosificaciones inyectadas de oligonucleétidos antisentido se
describen, por ejemplo, en la Pat. de Estados Unidos n.° 7.563.884, "Antisense modulation of PTP1B expression”.

Aungue se han descrito anteriormente diversos aspectos de la presente divulgacion, debe entenderse que se han
presentado Unicamente a modo de ejemplo, y no de limitacién. Pueden hacerse numerosos cambios a los aspectos
descritos de acuerdo con la divulgacion en el presente documento sin apartarse del espiritu o alcance de la
divulgacion. Por lo tanto, la amplitud y alcance de la presente divulgacién no debe limitarse por ninguno de los
aspectos gque se han descrito anteriormente.

Por la mencion de diversas referencias en este documento, los Solicitantes no admiten que ninguna referencia
particular sea "técnica anterior" a su invencion. Los aspectos de las composiciones y métodos inventivos se ilustran
en los siguientes ejemplos

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos no limitantes sirven para ilustrar aspectos seleccionados de la divulgacién. Se apreciara que
seran evidentes variaciones en proporciones y alternativas en elementos de los componentes mostrados para los
expertos en la técnica y estan dentro del alcance de aspectos de la presente divulgacion.

Ejemplo 1: Disefio de oligonucledtidos antisentido especificos para una molécula de acido nucleico antisentido a un
gen antivirico y/o una hebra sentido de un polinucleétido de un gen antivirico

Como se ha indicado anteriormente la expresion "oligonucleétido especifico para" u "dianas de oligonucleétido" se
refiere a un oligonucleétido que tiene una secuencia (i) capaz de formar un complejo estable con una porcion del gen
elegido como diana, o (ii) capaz de formar un ddplex estable con una porcién de una transcripcion de ARNm del gen
elegido como diana.

La seleccién de oligonucledtidos apropiados se facilita usando programas informaticos que alinean automaticamente
secuencias de &cidos nucleicos e indican regiones de identidad u homologia. Tales programas se usan para
comparar secuencias de &cidos nucleicos obtenidas, por ejemplo, buscando en bases de datos tales como GenBank
0 secuenciando productos de PCR. La comparacion de secuencias de acidos nucleicos de un intervalo de especies
permite la seleccion de secuencias de &cidos nucleicos que muestran un grado de identidad apropiado entre
especies. En el caso de genes que no se han secuenciado, se realizan Southern blots para permitir una
determinacion del grado de identidad entre genes en especies diana y otras especies. Realizando Southern blots a
grados de astringencia variables, como se sabe bien en la técnica, es posible obtener una medida aproximada de la
identidad. Estos procedimientos permiten la seleccion de oligonucledtidos que presentan un alto grado de
complementariedad con secuencias de acidos nucleicos diana en un sujeto que va a controlarse y un menor grado
de complementariedad con secuencias de &cidos nucleicos correspondientes en otras especies. Un experto en la
técnica se dard cuenta de que hay libertad considerable en la seleccion de regiones apropiadas de genes para su
uso en la presente divulgacion.

Un compuesto antisentido es "especificamente hibridable" cuando la unidn del compuesto al &cido nucleico diana
interfiere con la funcién normal del &cido nucleico diana para producir una modulacion de la funcién y/o actividad, y
hay un grado suficiente de complementariedad para evitar la union no especifica del compuesto antisentido a
secuencias de acidos nucleicos no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica, es decir, en
condiciones fisiolégicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en condiciones en las que se
realizan los ensayos en el caso de ensayos in vitro.

Las propiedades de hibridacion de los oligonucleétidos descritos en el presente documento pueden determinarse por
uno 0 mas ensayos in vitro como se conoce en la técnica. Por ejemplo, las propiedades de los oligonucledtidos
descritos en el presente documento pueden obtenerse por determinacion de la intensidad de union entre el
antisentido natural diana y una posible molécula de farmaco usando el ensayo de la curva de fusién.

La intensidad de union entre el antisentido natural diana y una posible molécula de farmaco (molécula) puede
estimarse usando cualquiera de los métodos establecidos de medicion de la intensidad de interacciones
intermoleculares, por ejemplo, un ensayo de la curva de fusion.

El ensayo de la curva de fusion determina la temperatura a la que se produce una rapida transicion de conformacion
bicatenaria a monocatenaria para el complejo de antisentido natural/molécula. Esta temperatura es ampliamente
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aceptada como una medida fiable de la intensidad de interaccién entre las dos moléculas.

Puede realizarse un ensayo de la curva de fusiéon usando una copia de ADNc de la molécula de ARN antisentido
natural real o un nucle6tido de ADN o ARN sintético correspondiente al sitio de uniéon de la molécula. Estan
disponibles multiples kits que contienen todos los reactivos necesarios para realizar este ensayo (por ejemplo, kit
MeltDoctor de Applied Biosystems Inc.). Estos kits incluyen una solucién de tampoén adecuada que contiene uno de
los colorantes de unién a ADN bicatenario (dsADN) (tales como los colorantes ABI HRM, SYBR Green, SYTO, etc.).
Las propiedades de los colorantes de dsADN son tales que casi no emiten fluorescencia en forma libre, pero son
altamente fluorescentes cuando se unen a dsADN.

Para realizar el ensayo, el ADNc o un oligonucleétido correspondiente se mezclan con la molécula en
concentraciones definidas por los protocolos del fabricante particulares. La mezcla se calienta a 95 °C para disociar
todos los complejos de dsADN previamente formados, luego se enfria lentamente a temperatura ambiente u otra
temperatura menor definida por el fabricante del kit para permitir que se hibriden las moléculas de ADN. Después,
los complejos recientemente formados se calientan lentamente a 95 °C con recogida de datos continua simultanea
sobre la cantidad de fluorescencia que se produce por la reaccién. La intensidad de fluorescencia es inversamente
proporcional a las cantidades de dsADN presentes en la reaccion. Los datos pueden recogerse usando un
instrumento de PCR en tiempo real compatible con el kit (por ejemplo, sistema de PCR en tiempo real StepOne Plus
de ABI o el instrumento LightTyper, Roche Diagnostics, Lewes, Reino Unido).

Los picos de fusién se construyen representando la derivada negativa de la fluorescencia con respecto a la
temperatura (-d(Fluorescencia)/dT) sobre el eje y) contra la temperatura (eje x) usando software apropiado (por
ejemplo, LightTyper (Roche) o SDS Dissociation Curve, ABI). Los datos se analizan para identificar la temperatura
de la rapida transicion del complejo de dsADN a moléculas monocatenarias. Esta temperatura se llama Tm y es
directamente proporcional a la intensidad de la interaccidn entre las dos moléculas. Normalmente, la Tm se excedera
de 40 °C.

Ejemplo 2: Modulacion de un polinucleétido de un gen antivirico
Tratamiento de células HepG2 con oligonucleétidos antisentido

Se cultivaron células HepG2 de ATCC (cat. n.° HB-8065) en medio de crecimiento (MEM/EBSS (Hyclone, cat. n.°
SH30024 o Mediatech, cat. n.° MT-10-010-CV) + FBS al 10 % (Mediatech, cat. n.° MT35-011-CV) +
penicilina/estreptomicina (Mediatech, cat. n.° MT30-002-Cl)) a 37 °C y CO2 al 5 %. Un dia antes del experimento, las
células volvieron a sembrarse a la densidad de 1,5 x 105/ml en placas de 6 pocillos y se incubaron a 37 °C y CO2 al
5 %. El dia del experimento, el medio en las placas de 6 pocillos se cambi6 a medio de crecimiento nuevo. Todos los
oligonucleétidos antisentido se diluyeron a la concentracion de 20 uM. Se incubaron dos pl de esta solucion con 400
ul de medio Opti-MEM (Gibco, cat. n.° 31985-070) y 4 ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, cat. n.° 11668019) a
temperatura ambiente durante 20 min y se aplicé a cada pocillo de las placas de 6 pocillos con células HepG2. Se
us6é una mezcla similar que incluia 2 pl de agua en lugar de la solucidon de oligonucleétido para los controles
transfectados con vector vacio. Después de 3-18 h de incubacion a 37 °C y CO2 al 5 %, el medio se cambié a medio
de crecimiento nuevo. 48 h después de la adicion de oligonucledtidos antisentido, el medio se elimind y se extrajo
ARN de las células usando el sistema de aislamiento de ARN total SV de Promega (cat. n.° Z3105) o el kit de
aislamiento de ARN total RNeasy de Qiagen (cat. n.° 74181) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se afiadieron
600 ng de ARN a la reaccion de transcripcion inversa realizada usando el kit de ADNc Verso de Thermo Scientific
(cat. n.° AB1453B) o el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (cat. n.° 4368813) como se describe en el
protocolo del fabricante. EI ADNc de esta reaccion de transcripcion inversa se us6 para monitorizar la expresion
génica por PCR en tiempo real usando mezcla de expresién génica Tagman de ABI (cat. n.° 4369510) y
cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayo de expresion génica Tagman de Applied Biosystems:
Hs00204833_ml, Hs00223420_ml, Hs00855471_gl por Applied Biosystems Inc., Foster City CA). Se uso el siguiente
ciclo de PCR: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de (95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1
min) usando el ciclador térmico Mx4000 (Stratagene).

Se calculé el cambio en veces en la expresion génica después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido
basandose en la diferencia en valores de dCt normalizados con 18S entre muestras tratadas y transfectadas con
vector vacio.

Resultados
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Los resultados de PCR en tiempo real muestran que los niveles de ARNm de RIG1 en las células HepG2 se
aumentan significativamente 48 h después de tratamiento con siRNA para RIG1 antisentido hs.601664 y AK300104
(Fig. 1).

Los resultados de PCR en tiempo real muestran que los niveles de ARNm de MDAS en las células HepG2 se
aumentan significativamente 48 h después de tratamiento con dos de los oligos disefiados para MDAS5 antisentido
BU663736. (Fig. 2).

Los resultados de PCR en tiempo real muestran que los niveles de ARNm de IFNAL en las células HepG2 se
aumentan significativamente 48 h después de tratamiento con uno oligo disefiado para IFNAL antisentido DA393812
(Fig. 3).

Tratamiento de células ZR75 con oligonucleétidos antisentido:

Se cultivaron células ZR75 de ATCC (cat. n.° CRL-1500) en medio de crecimiento (MEM/EBSS (Hyclone, cat. n.°
SH30024 o Mediatech, cat. n.° MT-10-010-CV) + FBS al 10 % (Mediatech, cat. n.° MT35-011-CV) +
penicilina/estreptomicina (Mediatech, cat. n.° MT30-002-Cl)) a 37 °C y CO2 al 5 %. Un dia antes del experimento, las
células volvieron a sembrarse a la densidad de 1,5 x 5/ml en placas de 6 pocillos y se incubaron a 37 °Cy CO2 al 5
%. El dia del experimento, el medio en las placas de 6 pocillos se cambié a medio de crecimiento nuevo. Todos los
oligonucledtidos antisentido se diluyeron a la concentracion de 20 uM. Se incubaron dos pl de esta solucion con 400
pl de medio Opti-MEM (Gibco, cat. n.° 31985-070) y 4 ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, cat. n.° 11668019) a
temperatura ambiente durante 20 min y se aplicé a cada pocillo de las placas de 6 pocillos con células ZR75. Se us6
una mezcla similar que incluia 2 ul de agua en lugar de la solucién de oligonucleétido para los controles
transfectados con vector vacio. Después de 3-18 h de incubacion a 37 °C y CO2 al 5 %, el medio se cambié a medio
de crecimiento nuevo. 48 h después de la adicion de oligonucleétidos antisentido, el medio se elimind y se extrajo
ARN de las células usando el sistema de aislamiento de ARN total SV de Promega (cat. n.° Z3105) o el kit de
aislamiento de ARN total RNeasy de Qiagen (cat. n.° 74181) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se afiadieron
600 ng de ARN a la reaccién de transcripcion inversa realizada usando el kit de ADNc Verso de Thermo Scientific
(cat. n.° AB1453B) o el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (cat. n.° 4368813) como se describe en el
protocolo del fabricante. EIl ADNc de esta reaccion de transcripcion inversa se usO para monitorizar la expresion
génica por PCR en tiempo real usando mezcla de expresién génica Tagman de ABI (cat. n.° 4369510) y
cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayo de expresion génica Tagman de Applied Biosystems:
Hs00855471_g1. Se uso el siguiente ciclo de PCR: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de (95 °C
durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min) usando la maquina de PCR en tiempo real StepOne Plus (Applied
Biosystems).

Se calculd el cambio en veces en la expresion génica después del tratamiento con oligonucledtidos antisentido
basandose en la diferencia en valores de dCt normalizados con 18S entre muestras tratadas y transfectadas con
vector vacio.

Resultados: Los resultados de PCR en tiempo real muestran que los niveles de ARNm de IFNAL en las células ZR75
se aumentan significativamente 48 h después de tratamiento con uno oligo disefiado para IFNA1l antisentido
DA393812 (Fig. 4).

Tratamiento de células HUVEC con oligonucledétidos antisentido

Las células HUVEC de la ATCC (Promo Cell cat. n.° C-12253) se cultivaron en medio de crecimiento epitelial (Promo
Cell cat n.° C-22010) a 37 °C y CO2 al 5 %. Un dia antes del experimento, las células volvieron a sembrarse usando
el kit Promo Cell Detach (cat n.° C-41200) a la densidad de 1,5 x 10"5/ml en placas de 6 pocillos y se incubaron a 37
°C y CO2 al 5 %. El dia del experimento, el medio en las placas de 6 pocillos se cambié a medio de crecimiento
epitelial nuevo. Todos los oligonucleétidos antisentido se diluyeron a la concentracion de 20 uM. Se incubaron dos pl
de esta solucion con 400 ul de medio Opti-MEM (Gibco, cat. n.° 31985-070) y 4 ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
cat. n.° 11668019) a temperatura ambiente durante 20 min y se aplicé a cada pocillo de las placas de 6 pocillos con
células HUVEC. Se us6 una mezcla similar que incluia 2 ul de agua en lugar de la solucion de oligonucleétido para
los controles transfectados con vector vacio. Después de 3-18 h de incubacion a 37 °C y CO2 al 5 %, el medio se
cambié a medio de crecimiento nuevo. 48 h después de la adicidon de oligonucledtidos antisentido, el medio se
elimind y se extrajo ARN de las células usando el sistema de aislamiento de ARN total SV de Promega (cat. n.°
Z3105) o el kit de aislamiento de ARN total RNeasy de Qiagen (cat. n.° 74181) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se afiadieron 600 ng de ARN a la reaccion de transcripcion inversa realizada usando el kit de ADNc
Verso de Thermo Scientific (cat. n.° AB1453B) como se describe en el protocolo del fabricante. EI ADNc de esta
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reaccion de transcripcién inversa se us6 para monitorizar la expresion génica por PCR en tiempo real usando mezcla
de expresion génica Tagman de ABI (cat. n.° 4369510) y cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayos de
expresion génica Tagman de Applied Biosystems: Hs00153340_m1 y Hs00855471_g1 por Applied Biosystems Inc.,
Foster City CA). Se uso el siguiente ciclo de PCR: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de (95 °C
durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min) usando la maquina de PCR en tiempo real StepOne Plus (Applied
Biosystems Inc.) o un ciclador térmico Mx4000 (Stratagene).

Se calculé el cambio en veces en la expresion génica después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido
basandose en la diferencia en valores de dCt normalizados con 18S entre muestras tratadas y transfectadas con
vector vacio.

Resultados: Los resultados de PCR en tiempo real muestran que los niveles de ARNm de IFNA1 en las células
HUVEC se aumentan significativamente 48 h después de tratamiento con uno oligo disefiado para IFNA1 antisentido
DA393812 (Fig. 5).

Tratamiento de células MCF-7 con oligonucleétidos antisentido:

Se cultivaron células MCF-7 de ATCC (cat. n.° HTB-22) en medio de crecimiento (MEM/EBSS (Hyclone, cat. n.°
SH30024 o Mediatech, cat. n.° MT-10-010-CV) + FBS al 10 % (Mediatech, cat. n.° MT35-011-CV) +
penicilina/estreptomicina (Mediatech, cat. n.° MT30-002-Cl)) a 37 °C y CO2 al 5 %. Un dia antes del experimento, las
células volvieron a sembrarse a la densidad de 1,5 x 5/ml en placas de 6 pocillos y se incubaron a 37 °Cy CO2 al 5
%. El dia del experimento, el medio en las placas de 6 pocillos se cambié a medio de crecimiento nuevo. Todos los
oligonucledtidos antisentido se diluyeron a la concentracion de 20 uM. Se incubaron dos pl de esta solucién con 400
ul de medio Opti-MEM (Gibco, cat. n.° 31985-070) y 4 ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, cat. n.° 11668019) a
temperatura ambiente durante 20 min y se aplicé a cada pocillo de las placas de 6 pocillos con células MCF-7. Se
us6 una mezcla similar que incluia 2 pl de agua en lugar de la soluciéon de oligonucledtido para los controles
transfectados con vector vacio. Después de 3-18 h de incubacion a 37 °C y CO2 al 5 %, el medio se cambié a medio
de crecimiento nuevo. 48 h después de la adicion de oligonucleétidos antisentido, el medio se elimind y se extrajo
ARN de las células usando el sistema de aislamiento de ARN total SV de Promega (cat. n.° Z3105) o el kit de
aislamiento de ARN total RNeasy de Qiagen (cat. n.° 74181) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se afiadieron
600 ng de ARN a la reaccién de transcripcion inversa realizada usando el kit de ADNc Verso de Thermo Scientific
(cat. n.° AB1453B) o el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (cat. n.° 4368813) como se describe en el
protocolo del fabricante. EI ADNc de esta reaccion de transcripcidn inversa se usO para monitorizar la expresion
génica por PCR en tiempo real usando mezcla de expresién génica Tagman de ABI (cat. n.° 4369510) y
cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayo de expresidn génica Tagman de Applied Biosystems:
Hs00855471_gl. Se usé el siguiente ciclo de PCR: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de (95 °C
durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min) usando la maquina de PCR en tiempo real StepOne Plus (Applied
Biosystems).

Se calculé el cambio en veces en la expresion génica después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido
baséndose en la diferencia en valores de dCt normalizados con 18S entre muestras tratadas y transfectadas con
vector vacio.

Resultados: Los resultados del ensayo ELISA muestran que la proteina IFNA se aumentd en extractos de células
MCF7 que se trataron con oligos disefiados para IFNAI antisentido DA39381 (Fig. 6).

Aunque la divulgacion se ha ilustrado y descrito con respecto a una o mas implementaciones, tendran lugar
alteraciones equivalentes y modificaciones para otros expertos en la técnica tras la lectura y compresion de esta
memoria descritiva y los dibujos adjuntos. Ademas, aunque puede haberse desvelado una caracteristica particular
de la divulgacion con respecto Unicamente a una de varias implementaciones, dicha caracteristica puede
combinarse con una o mas caracteristicas diferentes de otras implementaciones segun pueda desearse y sea
ventajoso para cualquier aplicacion determinada o particular.

El Resumen de la divulgacion permitird al lector determinar rdpidamente la naturaleza de la divulgacién técnica. Se
presenta con el entendimiento de que no se usara para interpretar ni limitar el alcance o significado de las siguientes
reivindicaciones.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> CuRNA, Inc.
<120> TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES RELACIONADAS CON UN GEN ANTIVIRICO MEDIANTE LA
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INHIBICION DE UNA TRANSCRIPCION ANTISENTIDO NATURAL A UN GEN ANTIVIRICO.

<130> Genes antiviricos
<150>61/181.773
<151> 28-05-2009
<150> 61/237.886
<151> 28-08-2009
<150> 61/231.458
<151> 05-08-2009
<160> 39

<170> Patentln versién 3.5
<210>1

<211> 4759

<212> ADN
<213> Homo sapiens
<300>

<308> NM_014314.3
<309> 19-04-2010
<313> (1)..(4759)
<400>1

tagttattaa
cctgetttec
cctgegggga
gcctgeaage
acatggeece
agggeccaat
gctggtteeg
ccattgaaag
aacgtttaca
ctgaatgttt
tgatggcagg
ccaaaacttt
tagagaaagg
acatacagat
caccttcaga

tagagettge

agttoctatg
gegetegeca
acgtagctag
cttccaggat
ctggtttagy
ggaggetgee
tggettttty
ttgggattte
accagaattt
aattaatcag
tgcagagaaa
gaaacttgct
tataaaagat
tttctaccaa
agtgtctgat

tttgectget

cagetecgec
ageeateete
ctgcaagecag
tatatcegga
gaggaagagg
acacttttte
gatgecctag
aaaaaaattg
aaaaccagaa
gaatgtgaag
ttggtggaat
ttggagaaag
gttgaaacag
gaagatcecag
acaaacttgt

atgaaaggaa

tegegtecgg
ctacuegget
aggccggeat
agaccctgga
tgcagtatat
teaagtteet
accatgecagyg
aaaagttgga
ttatcccaac
aaattctaca
gccttcteag
aaaggaacaa
aagatcttga
aatgccagaa
acagcccatt

aaaacacaat
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ceteatttee
ttaaagctag
gaccaccgag
ccctacctac
tcaggetgag
gttggagcte
ttattetgga
ggagtataga
cgatatcatt
gatttgcetet
atcagacaag
gttcagtgaa
ggataagatg
tettagtgag
taaaccaaga

aatatgtget

teggaaaate
tgaggeacag
cagcgacgca
atcctgagct
aaaaacaaca
caggaggaaq
ctttatgaag
ttacttttaa
tetgatetgt
actaagggga
gaaaactggc
ctgtggattg
gaaacttctg
aattcatgte
aattaccaat

cetacaggtt

60

1290

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



gtggaaaaac
gacaaaagygy
ctgtattete
cagctgagaa
cacagattct
tgatgatatt
ttaattatet
tgactgecte
gecaagetgtyg
aactggagea
gegacaaatt
gaatetgeaa
aatatgaaca
aagatgaaga
ataatgatgce
aagacttett
agagatttga
atcectaaact
caataacaat
aaggaaatec
atcagaagac
gtggagatca
agtgcaatct
gaggcagagyg
ttgaaaaaga
tteagacatyg
aatteatcag
tgctetgeay
aatgcecatta
craagecaaa
actgcagcca
aaattgaaag

ggaaggactt

ctttgtttca
gaaagttgte
aaaatacttt
tgtaccagtg
tgtgaacaac
tgatgaatgce
agatcagaaa
ggttggtgtt
tgettetett
agttgtttat
taaatacate
agaccetegaa
atggattgtt
gagcaggatt
cctcattate
cagcaatgtc
agaaaagctg
tgaagaccte
tetetttgtg
taaactcagt
aggaatgace
caatattctg
tgtcatcectt
aagagcaaga
acaaataaac
ggacgaagea
agatagtcaa
aaagtgcaaa
cactgtgctt
geagttttea
tgactgggga
ttttgtggtg

tecattttgag
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ctgettatat
ttttttgega
gaaagacatg
gaacagattqg
cttaaaaaqgyg
cacaacacta
cttggaggat
ggggatgcca
gatgegtecag
aagaoceaga
atagcteage
aacttatete
acagttcaga
tgtaaagece
agtgagcatg
cgagcageag
caggaactag
tgetteatet
azaaccagag
tttetaaaac
cteccggeas
attgeccacct
tatgagtatyg
ggtagcaaqgt
atgtacaaag
gtatttagygg
gaaaaaccaa
gocttggeat
ggagatgett
agttttgaaa
atccatgtga
gaggatattg

aagataccat

gtgaacatca
atgagateee
ggtatagagt
ttgagaacaa
gaacgattce
gtaaacaaca
cttocaggcee
aaaacacaga
tgatagcaac
agttttteag
tgatgaggga
aaattcaaas
aagcatgeat
tgtttttata
cacgaatgaa
gattegatga
aaagtgttte
tacaagaaga
cacttgtgga
ctggeatatt
agaagtgtat
cagttgetga
tgggcaatgt
gcttecttet
aaaaaatgat
aaaagattet
aacctgtace
gttacacage
ttaaggaatg
aaagageaaa
agtacaagac
caactggagt

ttgatceage
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tcttaaaaaa
agtgtatgaa
tacaggeatt
tgacatcatec
atcactatec
cccgtacaat
actgccccag
tgaagecttg
agtcaaacac
gqaaagtggaa
cacagagagt
tagggaattt
ggtgttccag
cacttcacat
agatgctctg
gattgagcaa
cagggatcce
gtaccactta
cgetttaaaa
gactggacgt
attggatgea
tgaaggcatt
catcaaaatg
gactagtaat
gaatgactekb
gcatatacag
tgataaggaa
tgacgtaaga
ctttgtgagt
gatattctgt
atttgagatt
tecagacactyg

agaaatgtce

ttcccacaag
cagceagaaat
tetggageaa
attttaacte
atctttactt
atgatcatgt
gtecattggge
gattatatet
aatctggagg
toacggatta
ctggcaaaga
ggaacacaga
atgccagaca
ttgeggaaat
gattacttga
gatcttacte
agcaatgaga
aacccagaga
aattggattyg
ggcaaaacaa
tteaaageca
gacattgcac
atccaaacca
gctggtgtaa
attttacgec
actcatgaaa
aataaaaaac
gtgatagagyg
agaccacatc
geecegacaga
ccagttataa
tactcgaagt

aaatgatatc

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



<210> 2

aggtcctcaa
gtgggtataa
agcagtttgt
tttgtaggee
tetttttaga
tgaatgaatg
ggcttttgee
tgccaaatce
gagcactott
ttttattgag
tactgtacat
atatgtactc
cataaagcoca
caatgtgtat
cttettgaaa
ccattgttcot
gtctgttete
aaagattaga
ttcaaagagc
atcaacggga
caggegggga
gtaaaacaag
tgtgaaaagt
taagaceccaa
ctatttgtat
atggtttgge
gggagggacc
ggatagtgag
ttacacacac
atgattgtaa

ttttetttat

<211> 3434

5 <212> ADN

tcttcagcta
tcatggateg
actatattat
aacagagcte
gteaactgee
gaatgttggg
cttaacaate
actgggeact
cttgaagcecte
tectectett
atgtatatgt
atgttectgg
tttttatget
ccactctaca
acttagttta
ctttgaccat
agatcccecttg
atatgtatce
ttagtttgeg
tgaggtgtta
gccagagaaa
gataatactg
acatgacaca
tacaaatgga
tttattaaga
tatatgtoce
tgacgggagy
ttagttctea
totetetete
gtttcetgag

aaatgaaaa
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cagggaatga
cttgtaccee
atatgcaaag
atagtacttg
aacaaacaca
aatttttatc
tactgaaatt
tettaaccett
tecctggget
tgetgatece
aactaatata
tgtagcaacg
tactactaaa
gtggtcaget
ctatacatet
tttectataa
gatgttacag
aaatggcatt
gtttcectgga
cagetgecte
cttgecagtt
aactgtaagg
gtagttgett
ttatttaaac
gtgtetttte
caceeaaate
tgattggate
tgagatctga
atctgetgec

gectcectcag

gtaactttga
tgtgaaaata
cacaaatgag
ggaaaaatta
cagtaatcac
tecctttgte
gttcttttga
ctatttgacc
tetetetett
ttccaagggt
catacataca
tgtggtatgg
agetgtacac
tttagtagag
tgcectatta
tgatgttgat
atgaggcagt
cacgtgtcac
cgtggaaaca
cectetteatg
atataactte
gttagtggag
gataatagtt
caagtttatg
ttatgtgatt
teatettgaa
acgggggeaq
tggttttata
atgtaagact

ccatgtggaa

43

gtggagaaga
tattttttaa
tgaatcacaqg
aaaagcctea
tetgtacaca
tecttaacet
aggttaccag
tetgegeatt
ctagttctat
tecaatatata
ggtatgtata
ctacacagag
tgtagagttyg
agcataaaaa
atatgttete
gttocaacacc
ctgactgtcc
ttagcaaggt
agtatctgag
caatetaggtg
tetttggett
agtttttaat
actagtagta
agttggtttt
ttttttaatt
ttataateoe
ttgtccecat
agtgtttgac
tgcectgette

ctgtgaatet

aacaaacata
aaatatcttt
cactgagtat
tttetagect
atgggataga
actgtaaact
tgactctggt
tggccetgtt
tetagtettt
tacatgtata
tgtaatggtt
aacatgagaa
ctgtatgtag
tgataaaata
ttaacgtgtg
tggactgaat
tttctacttg
ttgctgatge
ttccetggag
agecagtggtyg
ttetteatet
taaaagaatg
gtattettac
tttteatttt
getatttgat
catgtgtcaa
getgtteotty
aattecteoct
cecttetgee

attaageccte

3000

3060

3120

3180

3240

3200

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4€80

4740

4759



<213> Homo sapiens

<300>

<308> NM_022168.2

<309> 16-05-2010

<313> (1)..(3434)

<400> 2
gacoagetge
cggectgaga
tetetaagtyg
catetgettg
acagacgaga
caggtggage
cagaggacag
gagaagggag
ggcagecete
tttgagaacqg
gacaagctte
gaagacagaa
ctactaaaaa
caaacaggaa
geagagattyg
accacagttce
tcatcttttg
gteagetget
atgggaagtg
cageteagge
atectgectea
ttagacaaga
ctgectagttg
gttattggat
tgtgatatta
ggagaagatg
cacaccaaca

aaaaacaata

ccacctgece
gecctgtgga
ggcagceggac
ggagaaccct
atttccegeta
ctgtgctgga
tegeccaccte
tetggcacct
tggecgeeeg
ctecatgatga
tagttagaga
accggattge
ggattgtgea
acaatgaact
agaatttatc
agccaaatcet
cagattectte
tagatgaaag
attcagatga
cttaccaaat
ctacagggag
agaaaaaagc
aacagctctt
taagtggtga
ttatcagtac
ctggtgttca
aagaagcagt

gactcaagaa

ES 2618576 T3

geetgeceac
caacctegte
agcggeacge
cteecattete
teteatcteg
ctacctgacce
cgggaacatg
tggttggact
ctacatgaac
atatctccaa
cgtettggat
tgetgeagaa
gaaagaaaac
tgtccaagag
acaagttgat
ggagaaggag
tgtagttteca
tettggacat
agagaatgtg
ggaagttgec
tggaaaaace
atctgagect
ccgcaaggag
tacccaactg
agetcaaate
attgtcagac
gtataataac

agaaaacaaa

ctgcecaggt
attgtcagge
acatttcace
tgagaaagaa
tgctteaggyg
tttetgectg
caggecagttg
cgggaatteg
cctgagetea
ctgctgaace
aagtgcatgg
aacaatggaa
tggttctetg
ttaacaggcet
ggtecteaag
gtctggggea
gaatcagaca
aacagcaaca
geagcaagag
cagccagect
agagtggetg
ggaaaagtta
ttccaaccat
aaaatatcat
cttgaaaact
ttttecectea
atcatgagge

ccagtgatte

44

gegagtgeag
acagageqggt
tgteccgeaqg
agatgtcgaa
ccagggtgaa
cagaggtgaa
aactgctget
tggaggcect
cggacttgee
teettcagee
aggaggaact
atgaatcagg
catttctgaa
ctgattgete
tggaagagga
tggagaataa
caagtttgge
tgggcagtga
cateccegga
tggaagggaa
tttacattge
tagttettgt
ttttgaagaa
ttecagaagt
ccctettaaa
ttatcattga
attatttgat

cecttectea

caacgegege
agaccctget
adaacagcac
tgggtattcec
aatgtacate
ggagcagatt
gagcaccttg
ccggagaace
ctectecateg
cactctggtg
gttgacaatt
tgtaagagag
tgttecttegt
agaaagcaat
acttetttca
ctcatcagaa
agaaggaagt
ttecaggeace
gecagaacte
gaatatecate
caaggatcac
caataaggta
atggtategt
tgtcaagtce
cttggaaaat
tgaatgtcat
gcagaagttg

gatactggga

60

1290

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8440

900

960

1020

10890

1149

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680



<210>3

ctaacagett
ttaaaactat
caactgaaaa
gaagatccat
atgagtccaa
aaaaaagchg
tacaatgagyg
gaaactttet
gagggtggtg
ttgaaactgg
ttgaaaagge
accataatgg
acacgacaga
gtaggagtca
acacagaatyg
atcegetacea
tatggteteg
gagageaccet
aatgatttcc
gaggagtatg
aaaaccaaga
tgcaaaaact
catcacgtca
ctgcaaaaga
gcttggggaa
tttgtagtgg
cetatcacat
cacttgattg
atgtattecat

daasaaaaaa

<211> 876

5 <212> ADN

<213> Homo sapiens

cacctggtgt
gtgccaatct
accaaataca
ttaaagagaa
tgtecagattt
caaaagaagyg
dectacaaat
ataatgaaga
atgatgagta
atgaaacaga
tggetgaaaa
agcaatatac
gtgecatatge
aagcccaceca
aacaaaaaga
cagtggcaga
toaccaatga
acgtectggt
gagagaagat
ctcataagat
gaaatattge
geagtgtget
atatgacece
agtgtgecga
caatgatggt
ttttcaaaaa
ttoccaatet
aagattcttt
tatgectacag

aaaa

ES 2618576 T3

tggaggggec

tgatgcattt
ggagccatge
acttatagaa
tggaactcaa
aaatcgcaaa
taatgacaca
gaaagataag
ttgtgatggt
tagatttete
ccecagaatat
taggactgag
getttoccag
tetgattgga
agteattagt
agaaggtetg
aatageeatg
tgetcacagt
gatgtataaa
tttggaatta
caagcattac
agectgttet
agaattcaag
ctatcaaata
gcacaaaggc
taattcaaca
tgactattea
taaaatacta

aactgacata

acgaagcaagqg
actattaaaa
aagaagtttg
ataatgacaa
cectatgaac
gaacgtgttt
attcgaatga
aagtttgcag
gatgaagatg
atgactttat
gaaaatgaaa
gaatcagcac
tggattactg
gctggacaca
aaatttegea
gatattaaag
gtecaggeoe
ggttcaggag
gcetatacatt
cagatgcaaa
aagaataacc
ggggaagata
gaactttaca
aatggtgaaa
ttagatttge
aagaaacaat
gaatgetgtt
tcagttaaac

agaatcaata

45

ccaaagetga
ctgttaaaga
ccattgcaga
ggattcaaac
aatgggccat
gtgcagaaca
tagatgegta
tecatagaaga
aggatgattt
tttttgaaaa
agetgaccaa
gaggaataat
aaaatgaaaa
gcagtgagtt
ctggaaaaat
aatgtaacat
gtggtegage
ttategaaca
gtgttcaaaa
gtataatgga
catcactaat
tecatgtaat
ttgtaagaga
teatetgeaa
cttgtctcaa
acaaaaagtyg
tatttagtga
atttaatatg

aaatgattgt

agaacacatt
aaaccttgat
tgcaaccaga
ttattgtcaa
tcaaatggaa
tttgaggaaqg
tactcatett
tgatagtgat
aaagaaacct
caataaaatg
attaagaaat
ctttacaaaa
atttgctgaa
caaacccatg
aaatctgett
tgttateegt
cagagctgat
tgagacagtt
tatgaaacca
aaagaaaatg
aactttectt
tgagaaaatg
aaacaaagca
atgtggecag
aataaggaat
ggtagaatta
tgaggattag
attatgatta

tttactetge

1740

1800

1860

19290

1980

2049

2100

2160

22290

2280

2340

2400

2460

2520

2580

26490

2700

2760

2820

2880

29490

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3434



5

10

15

<300>

<308> NM_024013.1
<309> 16-05-2010
<313> (1)..(876)

<400> 3

<210>4

agaacctaga
atctacgatg
aagctgectct
gatgecteoetg
ctttggattt
tgtectecat
tgcttgggat
cttggaagec
ctecatettyg
atacagccct
aacaaacttg
ttecttattga
accectgeta
actattcata

ggttagtgta

<211> 1267
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4

tetttecacce
ctgatttett
ttgtgcaggt
tgteatetag
acagtccctt
accaccaaat
acatgttaag
tagtgacage
cagtcotgeca

agctecaage

gcccaaggtt
gectegeect
ctgggctgtyg
gcacaaatga
ceccaggagy
gagctgatece
gaggacctec
tgtgtgatge
gotgtgaaga
tgtgcctggg
caagaaagat
ctecatacace
taactatgac
agatttaaat

ataaaacatg

catetttatt
tLtttttttt
tagttacata
cattaggtat
cacaaccaca
cectgaagegt
atggctgeay
aggecacaca
gtactetget

ttttgececte

ES 2618576 T3

cagagtcacc
ttgetttact
atctccctga
gcagaatctce
agtttgatgg
agcagatectt
tagacaaatt
aggaggagag
aatacttecg
aggttgtcag
taaggaggaa
aggtecacget
catgetgata
tatttttgtt

ttecttatat

ctetgetoca
tttttttatt
tgtatacatg
ateteeccaat
actgtcatac
cecaccatgga
agtgaccaga
cagacaatgg
catecctete

tgttetgeag

catctcagea
gatggtcectg
gacccacagce
tocttectec
caaccagtte
caacctettt
ctgcaccgaa
ggtgggagaa
aagaatcact
agcagaaatc
ggaataacat
ttecatgaatt
aactgattta
catataacgt

ttacte

tgaggaaaga
atactctaag
tgccatgetg
getatecete
cgttecatcec
aatcagttet
gaattctygy
acagtacage
cetttectgt

agtteccttee

46

ageccagaag
gtggtgctca
ctggataaca
tgtctgatgg
cagaaggcete
accacaaaagqg
ctctaccage
actceceetga
ctotatetga
atgagatccc
ctggtccaac
ctgtcattte
tctatttaaa

catgtgcace

aaaacagctt
ttttagggta
gtgcgctgea
coocatecee
ttattectee
tggataccte
gegggggatyg
tggggegetg
tettgeagat

ttecgttaaa

tatctgeaat
gctgcaagte
ggaggacctt
acagacatga
cagecatete
attcatctge
agctgaatga
tgaatgcgga
cagagaagaa
tctctttatce
atgaaaacaa
aaagactcte
tatttattta

tttacactgt

cctectcoatt
catgtgcaca
cccactaatg
sgaccacace
agaatgaaac
tgggetgtet
gggagtgctc
gggaagaaag
tgcectaaag

acccatatac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

87¢

60

1290

180

240

300

360

420

480

5490

600



10

15

20

25

30

agggaccagg
getoaceect
ttatactttt
ccaggctgga
gecattetea
ggctaatttt
tegtgatcca
cocggecttta
ggtcatgtat

cccagctaca

gtgttacgygg

cctecte

<210>5

<211> 586

<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>

<221> misc_feature
<222> (414)..(414)
<223>nesa,c,g,0t
<220>

<221> misc_feature
<222> (442)..(442)
<223>nesa,c,g,0t
<220>

<221> misc_feature
<222> (452)..(452)
<223>nesa,c,g,0t
<220>

<221> misc_feature
<222> (529)..(529)
<223>nesa,c,g,0t
<220>

<221> misc_feature
<222> (580)..(580)
<223>nesa,c,g,0t
<220>

<221> misc_feature
<222> (583)..(583)
<223>nesa,c,g,o0t
<400> 5

atgeteaaac
agaaccataa
actaagecett
gtgcagtgge
tgoctecageo
ttgtattttt
ccegoctegg
ctaagcettt
gataggacag
ctggttatag

aaccecaaat

ES 2618576 T3

ccaaaccoca
ttoectttag
tttttgtttg
gegatctegg
toccgagtag
agtagagacg
ccteccaaag
gaaagcaaat
ggataccaac
ggcttettgt

getattacat

aacccttate
tettaagaat
tttttttgag
ctcactgeaa
ctgggactac
gggtttecace
tgctgggatt
ccttcecett
acaactcagg
tccctacecat

agectgatte

aaagcaccca
ataagatttt
acggagtctt
gectctgeete
aggtgeccegt
gtggtcteaa
acaggcatga
tgagecaggyge
cttoecaget
ctctgectat

aacagatact

caaaaggggg
cectaccteg
actctgttge
cegggtteac
cacegagect
tetecectgace
gccacagege
agctgggecet
gecagtaact
ctatctgtaa

taacecattt

gagacggagt cttactetgt tgeccagget ggagtgeagt ggegegatet eggetcactg

caagctctge ctecegggtt cacgecatte tectgecteca geecteecgag tagetgggac

47

660

720

780

840

300

960

10290

1080

1140

1200

1260

1267

60

120



<210>6

tacaggtgec
acegtggtet
attacaggca
ctttgagcag
aggcettecea
ccatectetgg
attcaacaga

aaaagaatgce

<211> 741
5 <212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 6

10
<210>7

gcagttetgg
tagggcaaaa
tccettteag
agagccactt
aaatatcata
tcattatgaa
tcccaagagt
tttacggeat
ttategtatyg
tgagtaaaac
actgcagaac
cagcaaatgg

tgtgetceac

<211> 251
<212> ADN
<213> Homo sapiens

15 <400>7

cectaaaagt
taattatagg
aataaageca

tectaaaatag

agtcacegeg
caatctcctg
tgagecaceqg
ggcagetggg
getgecagta
ctatectatet
tacttaacce

ctacatttgy

ggaaaccatt
atattgggag
ggctctaaca
ttgaaaaaca
aacacaagtg
caaagattat
gaagcctact
aatgaaacag
caggetggat
agttccacgg
agacacaaga
cacagaaacc

aggatactet

tttaataggt
atcacataca
aggtaagtgt

taaaggaatt

ES 2618576 T3

cctggetaat
acctegtgat
cgeceggect
cctggtcatg
actecccaget
gnaagtgtta
atttectett

ctagectttt

agtaatttgt
ttectagtca
ggactgtgga
gtagccaagy
gaatttaaca
ataacgatag
tattcagtac
agttecagac
acctgetact
tcagtacatt
acaatgtgtg
cacctgacca

t

tacttttata
tgtgggaatt
atggatttgt

tgaagtagct

tttttgtatt
ceacecgect
ttactaagcce
tatgatagga
acactggtta
onggaaccec
accacaattet

ttttettaan

gatcgtagag
cctaaatgaa
gtaatgtacg
ttctactgge
cccagccagt
ctgatattaa
agatttgttg
atgtacetge
gtgettetac
tgggaaccac
ctgtaaatca

cagactgctt

agacatttac
aagaaatgtg
aatcaggaca

agaggggtaa

48

tttagtagag
cggeetecea
tttgaaageca
cagggatacc
taggggettc
aaatgetatt
tatcctggng

aanttt

atttgtetee
gaaccttatt
gggttatgta
tgcettcotta
ttgtgttcaa
gtaagtttta
aatgaaattc
caaatttggt
aggatgttaa
tgagttaaat
ctgtttgcag

tcttetggge

agttcaatga
tatgaatgag
tecagaageta

dcaagcaaaa

acggggttte
gagtgetggg
aatcctteee
aacacaactc
ttgntcccta
acatagcetyg

tgetggetaa

cagtattceece
tttagecagtt
ggagcaatge
ggacattatt
ccagacagceg
aaagttgaca
gtagttttat
tetggttgte
cagtgtocec
gggttttate

gggaaggtgyg

gttcacgcac

gctgataagyg
tcagaaaaaa
aaagactaac

aaaagagcte

180

240

300

360

420

480

540

586

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

741

60

120

180

240



<210>8

ataataaata t

<211> 681
5 <212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 8

10
<210>9

ggceggggaa
cggatatttt
tgtgcaggge
ccacagacee
tgagggtggt
agatgtggag
atttatgeag
agcttagaag
attcaggtge
ctegatggat
tatacttact

agatgtttga

<211> 580
<212> ADN
<213> Homo sapiens

15 <400>9

<210> 10
20 <211>54

gatgacgaac
gtcetecatac
aaagaatgtg
ctgettgtat
agagtcttea
gactacactg
teegaatcac
ttcecagetge
agaggagoega

agggectggg

<212> ARN

agcgaattet
gtttteacag
ataaaagcat
ggacgtgaac
gagactgega
aagacaggag
ctttgaccag
gaagccaaga
caggaatgca
actctgggec
tcagtgetgt

cacagtctgyg

tgctteaagt
cgtgtggttg
ttgtggacac
tcaatgactg
cagtttecaga
caggtagaga
ccagcagatt
tgatgaagte
totgtgtgga

cctgetgeaa

ES 2618576 T3

ctetgacace
caggttetge
gtgatttggg
agggagttac
gggacaggtg
gaagtccttc
gacctggtaa
cttaaagttt
gatgggacag
agcatattca
tgetggacag

a

teatetetgt
agtgaaatca
aaaaccaaac
gtectaegtgg
ccacactece
cagattecect
cteectetee
cagtgtggag
agaggctgaa

ctggetgtea

aagaccaacyg
cttaacaata
actttccaaa
ccteggetgg
agagatgaag
ctaaaataaa
cagatgtgga
cctagateee
ccagtgccag
gacacttatt

gatggtgaag

tatcetattec
aaactteccac
tctggaggac
gggtgtgaag
gocoteoctgtt
ggaagtacct
cactgeecege
ttggtccagyg
gatcetgetge

tacacatete

49

ctetagecaaa
aggtectttyg
ggggaagtga
tgaatgtagg
ctecagaagac
cctgacctce
tggacttgaa
agetttttgyg
aaacaggecc
ccteagetgg

tggatgetga

ctgatatate
gatagcaatg
agaggattca
tcooettact
attggctaag
tetcaaggee
accaageagg
agggtcgtgt

agoatcoteag

gotectecgg
taggccaaaa
acagaaactg
caggecctgge
atectttgecag
tattgetggt
ccaccaacte
aaattttage
agctatacte

tgactcegtg

agaacttcag

aaggtttetg
ctgattggac
ttecaagggt
ccacctgtga
gocattttgt
agtgtagagce
tetecaggtyg
tecaggeage

gaggacagac

251

60

1290

180

240

300

360

420

480

540

600

660

681

60

1290

180

240

300

360

420

480

540

580
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido antisentido

<400> 10

rararcrcra rgrurgrura rgrcrurgrg rgrargruru rarcrurgrg rcra
<210>11

<211>54

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido antisentido

<400> 11

rurarargra rarururgrg rgrurararg rargrgrara rarurgrgrg ruru
<210>12

<211>54

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido antisentido

<400> 12

rcrargrgra rgrarururg rargrarcrc rarcrgrgru rgrarararc rcrc
<210> 13

<211>54

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 13

rgrgrurgrg rgrurururc rurgrurgrc rcrarururu rgrcrurgrc rcra
<210> 14

<211>54

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 14

rurgrgruru rgrararcra rcrarararc rurgrgrcru rgrgrgrurg ruru
<210> 15

<211>54

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 15

rarargrarg rurarurcrc rurgrurgrg rargrcrarc rargrurgrc rgru
<210> 16

<211>54

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 16

rururcruru rarargrarc rurarararg rgrgrararu rurarurgrg ruru
<210> 17

<211>54

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido antisentido

50

54

54

54

54

54

54

54
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<400> 17

rgrgrgraru rgrararcrg rgrurarurg rarcrargru rurgrurgrg ruru
<210> 18

<211>54

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido antisentido
<400> 18

rgrcrcrurg rurararurc rcrcrargre rarcrururu rgrgrgrarg rgre
<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido
<400> 19

gcttctgatg tcctgattac

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido
<400> 20

catacactta ccttggctt

<210> 21

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido
<400> 21

cctctagcta cttcaaattc ¢

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido
<400> 22

agtctcacca ccctcagcca

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido
<400> 23

cttcctectg tettctccac

<210> 24

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido antisentido
<400> 24

gagcgttggt cttggtgtca g

<210> 25
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<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido antisentido
<400> 25

gcagtttctg ttcacttccc

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido antisentido
<400> 26

tctctcacct gteectegea

<210> 27

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido
<400> 27

gccectgtetg tectecatga

<210> 28

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido
<400> 28

tcttcagcect cttccacaca g

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido
<400> 29

gatttcactc aaccacacgg

<210> 30

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido
<400> 30

gggagggtgg tctgaaact

<210> 31

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Complemento inverso del oligonucledtido antisentido de SEQ ID NO: 10

<400> 31

ES 2618576 T3

rcrcrargru rararcrurc rcrcrargrc rurarcrarc rurgrgtt

<210> 32

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Complemento inverso del oligonucleétido antisentido de SEQ ID NO:

<400> 32

rCrcrcraru rururcrcru rcrururarc rcrcrararu rurcruta 48
<210> 33

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Complemento inverso del oligonucleétido antisentido de SEQ ID NO:

<400> 33

rgrurururc rarcrcrgru rgrgrurcru rcrararurc rurcrctg 48
<210> 34

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Complemento inverso del oligonucleétido antisentido de SEQ ID NO:

<400> 34

rgrcrargre rarararurg rgrcrarcra rgrarararc rcrcracc 48
<210> 35

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Complemento inverso del oligonucle6tido antisentido de SEQ ID NO:

<400> 35

rgrcrarcru rgrurgrcru rcrcrarcra rgrgrarura rcrurctt 48
<210> 36

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Complemento inverso del oligonucledtido antisentido de SEQ ID NO:

<400> 36

rgrcrarcru rgrurgrcru rcrcrarcra rgrgrarura rcrurctt 48
<210> 37

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Complemento inverso del oligonucledtido antisentido de SEQ ID NO:

<400> 37

rcrcrarura rarururcrc rcrururura rgrurcruru rarargaa 48
<210> 38

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Complemento inverso del oligonucledtido antisentido de SEQ ID NO:

<400> 38

rcrcrarcra rarcrurgru rcrarurarc rcrgrururc rarurccc 48
<210> 39

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Complemento inverso del oligonucleétido antisentido de SEQ ID NO:

<400> 39
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rcrurcrcrc rararargru rgrcrurgrg rgrarurura rcrarggc
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucledtido que se dirige a un transcrito antisentido natural de un gen antivirico para su uso
como un compuesto terapéutico, donde el oligonucledtido aumenta la expresiéon del gen antivirico, donde el gen
antivirico es IFNA1.

2. Un oligonucledtido que se dirige a un transcrito antisentido natural de un gen antivirico para su uso en
la prevencion o tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado a un gen antivirico, donde el oligonucleétido
aumenta la expresion del gen antivirico, donde el gen antivirico es IFNA1, donde la enfermedad o trastorno se
selecciona del grupo que consiste en una enfermedad, trastorno o una afeccién causada por un agente infeccioso
(por ejemplo, incluyendo, un virus, bacteria, hongo, protozoo, etc.), una enfermedad o trastorno del sistema
inmunitario, cancer (por ejemplo, leucemia, linfoma, melanoma, carcinoma o sarcoma), una enfermedad o trastorno
hepatico, una enfermedad virica (por ejemplo, donde el virus que causa la enfermedad es un virus del herpes o un
virus de la hepatitis, tal como Hepatitis A, Hepatitis B, Hepatitis C, Hepatitis D, o Hepatitis E), psoriasis y una
enfermedad de inmunodeficiencia.

3. Uso de un oligonucledtido que se dirige a un transcrito antisentido natural de un gen antivirico para la
fabricacion de un medicamento para su uso en la prevencion o tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado
a un gen antivirico, donde el oligonucleétido aumenta la expresioén del gen antivirico, donde el gen antivirico es
IFNAL, donde la enfermedad o trastorno se selecciona del grupo que consiste en una enfermedad, trastorno o una
afeccion causada por un agente infeccioso (por ejemplo, incluyendo, un virus, bacteria, hongo, protozoo, etc.), una
enfermedad o trastorno del sistema inmunitario, cancer (por ejemplo, leucemia, linfoma, melanoma, carcinoma o
sarcoma), una enfermedad o trastorno hepatico, una enfermedad virica (por ejemplo, donde el virus que causa la
enfermedad es un virus del herpes o un virus de la hepatitis, tal como Hepatitis A, Hepatitis B, Hepatitis C, Hepatitis
D, o Hepatitis E), psoriasis y una enfermedad de inmunodeficiencia.

4. Un método in vitro para aumentar la expresién de un gen antivirico en células o tejidos de pacientes
gue comprende: poner en contacto dichas células o tejido con un oligonucleétido que se dirige a un transcrito
antisentido natural de un gen antivirico; aumentando de este modo la expresion del gen antivirico, donde el gen
antivirico es IFNA1.

5. Un oligonucleétido para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, o uso de un
oligonucledtido de acuerdo con la reivindicacion 3 y un método in vitro de acuerdo con la reivindicacién 4, donde el
transcrito antisentido natural tiene la secuencia de &cido nucleico como se expone en la SEQ ID NO: 9.

6. Un oligonucledtido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 5, 0 uso
de un oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacion 3 o la reivindicacion 5, o un método in vitro de acuerdo con la
reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, donde el oligonucle6tido es un compuesto de siRNA.

7. Un oligonucle6tido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 5, 0 uso
de un oligonucledtido de acuerdo con la reivindicacion 3 o la reivindicacion 5, o un método in vitro de acuerdo con la
reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, donde el oligonucleétido es monocatenario.

8. Un oligonucledtido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1,2, 05a 7, o
uso de un oligonucle6tido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 0 5 a 7, 0 un método in vitro de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, donde el oligonucleétido comprende al menos una de las
SEQ ID NOs: 29, 27, 28, 30.

9. Un oligonucledtido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1,2, 05a 8, o
uso de un oligonucle6tido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 0 5 a 8, 0 un método in vitro de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, donde la expresion del gen antivirico se aumenta en al
menos un 10 %.

10. Un oligonucledtido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1,2, 05a9, o
uso de un oligonucleodtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 0 5 a 9, 0 un método in vitro de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, donde el oligonucleé6tido comprende adicionalmente una o
més modificaciones que comprenden

a. al menos un enlace internucledsido modificado seleccionado de entre: un fosforotioato, alquilfosfonato,
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fosforoditioato, alquilfosfonotioato, fosforamidato, carbamato, carbonato, fosfato triéster, acetamidato, carboximetil
éster, y combinaciones de los mismos;

b. un &cido nucleico peptidico (PNA), un acido nucleico bloqueado (LNA), un acido arabino-nucleico (FANA), un
analogo, un derivado, y combinaciones de los mismos, 2’-fluoro, un resto de azucar modificado con 2'-O-metoxietilo,
un resto de azucar modificado con 2'-metoxi, un resto de azdcar modificado con 2'-O-alquilo, un resto de azucar
biciclico, y combinaciones de los mismos.

11. Un oligonucleétido que se dirige a un transcrito antisentido natural de un gen antivirico, donde el
oligonucledtido aumenta la expresién del gen antivirico, donde el gen antivirico es IFNAL, y donde el transcrito
antisentido natural tiene las secuencias de acido nucleico como se expone en la SEQ ID NO: 9.

12. El oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacion 11, donde el oligonucleétido es un compuesto de
SsiRNA.

13. El oligonucledtido de acuerdo con la reivindicacion 11, donde el oligonucleétido es monocatenario.

14. El oligonucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, donde el

oligonucleétido comprende al menos una de las SEQ ID NOs: 29, 27, 28, 30.

15. El oligonucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, donde la expresion
del gen antivirico se aumenta en al menos un 10 %.

16. El oligonucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, donde el
oligonucleétido comprende adicionalmente una o mas modificaciones que comprenden:

a. al menos un enlace internucledsido modificado seleccionado de entre: un fosforotioato, alquilfosfonato,
fosforoditioato, alquilfosfonotioato, fosforamidato, carbamato, carbonato, fosfato triéster, acetamidato, carboximetil
éster, y combinaciones de los mismos;

b. un acido nucleico peptidico (PNA), un acido nucleico bloqueado (LNA), un &cido arabino-nucleico (FANA), un
analogo, un derivado, y combinaciones de los mismos, un resto de azdcar modificado con 2'-O-metoxietilo, un resto
de azucar modificado con 2'-metoxi, un resto de aztcar modificado con 2'-O-alquilo, un resto de azucar biciclico, y
combinaciones de los mismos.

17. El oligonucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, donde el
oligonucledtido tiene entre 10 a 30 nucledtidos de longitud.
18. El oligonucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 17, donde el

oligonucledtido tiene al menos un 90 % de complementariedad con respecto a una region diana dentro de dicho
transcrito antisentido natural del gen antivirico.

19. Una composicién farmacéutica que comprende al menos un oligonucleétido que tiene las

caracteristicas de un oligonuleétido definido en cualquiera de las reivindicaciones 11 a 18 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

56



ES2 618576 T3

Cambio en veces en n.° de copias de ARNm en

10 comparacion con el control BRig 1
8\
2 5
S 6
S 5
2 4
@ 3+
é' . — ﬁ
&K 2 & b i
i 4§ & § § § § § ¢
& % o o) % 5 ot LY 5
i L™ L) L] L L L] L W
Figura 2

Diferencia en veces en n.° de copias de

25 - ARNm en comparacion con el control

8 {EMS {MDAS)

B= 0087

Bt

-

jo
Lo

P=0,002 B* 0,001

=
Vv

Cambio en veces en comparacion con el control
ot

° = B 3 8 xx =
g g & & & & §
¥ § 8§ ¥ x ¥ 5 35
< < ) O G v 2 o

57




ES2 618576 T3

N M M N M N N N SRR N N SRS N NN NN

Cambio en veces en n.° de copias de ARNm en
comparacién con el control

k) P=0,006

650 B|IFNATL

29 -

I T — — P008

> RS S RO A AT AA A
CLR-0R1S CUR91B CUR(S17 CUR-ORLE

s

Cambio en veces en com_paracién con el control

......................................... i mm——————
ARNmM en comparacion con el control

Diferencia en veces

CURGSER CUR-D%1S CUROIIR CUR-DELT

58



ES2 618576 T3

Diferencia en veces
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