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DESCRIPCION
Inductor de tolerancia inmune.
Campo de lainvencion

La presente invencion se refiere a un agente inductor de tolerancia inmunolégica que contiene un complejo de acido
nucleico-polisacarido de un siRNA para un factor coestimulador y esquizofilano. La presente invencion también se
refiere a un método para inducir tolerancia inmune inhibiendo la expresion génica de un factor coestimulador que
usa el complejo de acido nucleico-polisacarido para controlar la funcién de la célula que expresa Dectina-1 como
una célula dendritica, y a un medicamento para usar en el método. Especialmente, la presente invencién se refiere a
un medicamento que contiene un complejo de acido nucleico-polisacarido de un siRNA para un factor coestimulador
y esquizofilano, que inhibe el rechazo que se da en el trasplante de érganos e induce tolerancia inmune.

Antecedentes de la técnica

La interferencia del ARN (ARNI) descubierta en 1998 tiene una eficacia y persistencia marcadamente superior a los
métodos antisentido convencionales y es un método revolucionario de inhibicion de la expresion génica, y por lo
tanto, ha habido una esperanza para sus aplicaciones farmacéuticas. Sin embargo, un ARN de doble cadena (es
decir, siRNA) que presenta una actividad ARNi se descompone frecuentemente durante el proceso desde la
administracion hasta la captacion en una célula diana o se descompone en una célula, y ha sido dificil formar un
complejo RISC, es decir, su sustancia activa, en una célula. Por consiguiente, aunque es un método de inhibicion de
la expresion génica superior, no se puede obtener un efecto suficiente, y por lo tanto ain no esta disponible un
producto farmacéutico que usa un siRNA.

Los siRNAs no modificados se descomponen por nucleasas que esta presente en, por ejemplo, sangre, y algunos
siRNAs no modificados demuestran un efecto ARNi en una célula diana. Por consiguiente, se han realizado varias
modificaciones quimicas para dar resistencia a nucleasas en los siRNAs. Sin embargo, se necesita una dosis alta
para una introduccion eficaz en una célula. También, se sabe que dado que la administracién de un nucleétido de
doble cadena en un cuerpo vivo a una dosis alta mejora una reacciéon inmune natural, aparece un efecto no
esperado, es decir, una reaccion inmunoestimuladora. Por consiguiente, es necesaria una técnica de distribucion
gue introduzca especificamente un siRNA en una célula diana. Se han desarrollado técnicas para distribucion de
siRNA, técnicas para englobar un siRNA, como liposomas y nanomicelas macromoleculares. Sin embargo, en
términos de tropismo hacia la diana, estas técnicas de distribucion aln estan en el sentido del direccionamiento
pasivo, y con el fin de superar esta deficiencia, se necesita un procedimiento para impartir, por ejemplo, una
molécula que se une a la célula diana a un farmaco siRNA.

Con tal técnica convencional como antecedente, existe una demanda para el direccionamiento positivo y una técnica
de distribucién para que un siRNA muestre significativamente una actividad ARNi dentro de la célula diana. Por
consiguiente, como un método de distribuciéon de un siRNA a una célula dendritica, se ha propuesto un complejo de
esquizofilano y un siRNA afiadido a polidesoxiadenina (véase Literatura de Patente 1).

Mientras tanto, se ha establecido la terapia de trasplante, en la que una célula, tejido u érgano donante se trasplanta
a un paciente con fallo organico, malignidad hematolégica o similares, y se ha vuelto una terapia crucial en la
practica clinica. En la terapia de trasplante, sin embargo, ain se demanda una mejora técnica para inhibir la
reaccion inmune especifica de donante en un receptor. Previamente, para prolongar la supervivencia del érgano
trasplantado en el trasplante de 6rganos, se han hecho intentos de bloquear la via CD40-CD40L o la via CD28-B7
mediante varios anticuerpos, pero no se ha encontrado técnica que sea capaz de la induccion eficaz de tolerancia
especifica de donante y de ponerla en uso practico (Véase Literaturas de No Patentes 2 y 3).

Lista de documentos citados

Literatura de No Patentes

[LNP1] Bull. Chem. Soc. Jpn., 77, 1101-1110 (2004)
[LNP2] Exp. Neurol. 2004 Mar; 186(1): 59-69
[LNP3] Transplantation 2003; 75(5): 637-643
Literatura de Patentes

[LPT1] WO 2009/078470

Compendio de lainvencion

Problema técnico

Un objetivo primario de la presente invencion es proporcionar un medicamento y un método para inducir eficazmente
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tolerancia inmune especifica de donante en un receptor en terapia de trasplante.
Solucién al problema

Habiendo llevado a cabo una investigacion diligente para solucionar los problemas anteriores, los inventores
encontraron que, sorprendentemente, se puede distribuir un complejo de un siRNA para un factor coestimulador y
esquizofilano a una célula que expresa Dectina-1 que reconoce especificamente esquizofilano para regular la
funcién de la célula que expresa Dectina-1, y por lo tanto puede inducir eficazmente un efecto inmunosupresor asi
como tolerancia inmune. En realidad, los inventores encontraron que en un modelo de trasplante cardiaco que usa
un complejo de un siRNA para CD40 y esquizofillano, el complejo exhibe un efecto de tolerancia inmune altamente
excelente. Basado en estos hallazgos, los inventores llevaron a cabo investigacién adicional y llegaron a la presente
invencion.

La presente invencion proporciona, por ejemplo, un agente que induce tolerancia inmunolégica y un método para
inducir tolerancia inmune como sigue.

item 1. Un agente que induce tolerancia inmunoldgica usado para inducir tolerancia inmune especifica de donante
en un receptor en terapia de trasplante de una célula, tejido u drgano donante, que contiene un complejo de acido
nucleico-polisacéarido de un siRNA para un factor coestimulador y esquizofilano.

ftem 2. El agente que induce tolerancia inmunolégica de acuerdo con el ftem 1, en donde la polidesoxiadenina se
afade a al menos un extremo de una cadena sentido y una cadena antisentido del siRNA.

ftem 3. El agente que induce tolerancia inmunoldgica de acuerdo con el item 2, en donde al menos una porcion de
los enlaces fosfodiéster de la polidesoxiadenina ha reaccionado con fosforotioato.

item 4. El agente que induce tolerancia inmunoldgica de acuerdo con cualquiera de los items 1 a 3, en donde la
célula, tejido u 6rgano donante es una célula derivada de médula 6sea.

item 5. El agente que induce tolerancia inmunoldgica de acuerdo con cualquiera de los items 1 a 5, en donde el
factor coestimulador es el expresado en la célula que expresa Dectina-1.

ftem 6. El agente que induce tolerancia inmunoldgica de acuerdo con cualquiera de los ftems 1 a 5, en donde el
factor coestimulador es al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en CD40, B7.1y B7.2.

ftem 7. El agente que induce tolerancia inmunoldgica de acuerdo con cualquiera de los ftems 1 a 5, en donde el
factor coestimulador es CD40.

item 8. El agente que induce tolerancia inmunoldgica de acuerdo con cualquiera de los items 1 a 7, en donde la
terapia de trasplante es trasplante de rifion, trasplante de corazén, trasplante de pulmoén, trasplante de médula 6sea,
trasplante de piel, o trasplante de cérnea.

item 9. Un método para inducir tolerancia inmune en terapia de trasplante, que comprende una etapa de administrar
un complejo de acido nucleico-polisacérido de un siRNA para un factor coestimulador y esquizofilano a un animal
gue necesite tolerancia inmune para una célula, 6rgano o tejido donante.

ftem 10. El uso de un complejo de &acido nucleico-polisacarido de un siRNA para un factor coestimulador y
esquizofilano para la fabricacion de un agente que induce tolerancia inmunolégica usado para inducir tolerancia
inmune especifica de donante en un receptor en terapia de trasplante de una célula, tejido u érgano donante.

Efecto de la invencion

El agente que induce tolerancia inmunoldgica de la presente invencion puede eficazmente inducir tolerancia
especifica de donante en un receptor que recibe una célula, tejido u 6rgano donante. Mas particularmente, la
presente invencion puede introducir un siRNA para un factor coestimulador a una célula que expresa Dectina-1 en
un receptor tratado o que es tratado mediante terapia de trasplante para inducir una actividad ARNi, y por lo tanto
puede regular la funcién de la célula que expresa Dectina-1 para inducir tolerancia inmune en el receptor.

Ademas, el uso del agente que induce tolerancia inmunolégica de la presente invencion permite proporcionar una
terapia en la que se puede inducir inmunosupresién mediante dosis bajas de medicamento siRNA. Especialmente, el
uso del agente que induce tolerancia inmunoldgica de la presente invencion permite inhibir eficazmente el rechazo
en la terapia de trasplante.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 es un gréafico que muestra los resultados del Ejemplo 4, o es decir, un siRNA al que esta unido la poli(dA)
modificada en S puede producir un efecto de interferencia del ARN sin ser escindido mediante Dicer.

La FIG. 2 es un gréafico que muestra los resultados del Ejemplo 8, es decir, la inhibicion de la recuperacién de la
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proliferacién mediante una alo-reaccion.

La FIG. 3 es un grafico que muestra los resultados del Ejemplo 8, o es decir, células CD11c positivas con un
complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG inducen inmunosupresioén en MLR en pre-cultivo.

La FIG. 4 es un gréafico que muestra los resultados del Ejemplo 9 (9-B), o es decir, un complejo dA40(s)-siCD40(21
nt)/SPG inhibié significativamente la activacion de linfocitos en MLR ex vivo.

La FIG. 5 muestra imagenes que indican los resultados del Ejemplo 10, es decir, células T HEK 293 y células dHEK
tratadas con un complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa 647.

La FIG. 6 muestra los resultados del Ejemplo 10. Es decir, con respecto a células T HEK 293 y células dHEK
tratadas con un complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa 647, un grafico que muestra los resultados
de medir el nivel de captaciéon del complejo (intensidad de fluorescencia de Alexa 647) (FIG. 6A) y un grafico que
muestra el nivel de expresion de Dectina-1 sobre la superficie celular (intensidad de fluorescencia de FITC) (FIG.
6B).

La FIG. 7 es un grafico que muestra los resultados del Ejemplo 11 (11-A), o es decir, la administracién de un
complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG inhibio significativamente la activacién de linfocitos.

La FIG. 8 es un grafico que muestra los resultados del Ejemplo 11 (11-B), o es decir, la administracién de un
complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG inhibié significativamente la activacion de linfocitos.

La FIG. 9 es un gréfico que muestra los resultados del Ejemplo 13, o es decir, en un modelo de ratén de trasplante
cardiaco heterotopico administrado con un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG, el latido cardiaco del corazon
trasplantado es normal durante un largo periodo de tiempo y la tasa de supervivencia después del trasplante es alta.

La FIG. 10 muestra los resultados del Ejemplo 14 que estimaron un efecto de tolerancia inmune de un complejo
dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG mediante transferencia adoptiva en ratones modelo de trasplante cardiaco ectopico.

La FIG. 11 muestra los resultados del Ejemplo 15 que estimaron un efecto de tolerancia inmune de un complejo
dA40(s)-siCD40(21nt)/SPG mediante MLR.

Descripcion de las realizaciones

La presente invencion es un agente que induce tolerancia inmunoldgica usado para la induccion de tolerancia
inmune especifica de donante en un receptor en terapia de trasplante de una célula, tejido u 6érgano donante, que
contiene un complejo de acido nucleico-polisacarido para un factor coestimulador y esquizofilano. De aqui en
adelante, se describird en detalle el agente que induce tolerancia inmunoldgica de la presente invencion.

siRNA para el factor coestimulador

Una diana de siRNA usada en la presente invencién puede ser un factor coestimulador (también conocido como
molécula coestimuladora), y es preferible un factor coestimulador que se exprese en célula que expresa Dectina-1.
La Dectina-1 es un receptor (receptor de reconocimiento de patron) que tiene un dominio de reconocimiento de una
cadena de azlcar de un tipo de leptina del tipo C presente en la membrana celular. La Dectina-1 tiene
extracelularmente una regiéon que reconoce especificamente B-1,3-glucano e intracelularmente tiene un motivo,
llamado motivo 1 de activacion basado en el inmuno-receptor de tirosinasa (ITAM), que lanza una sefial de
activacion. Una vez que reconoce el B-1,3-glucano, la Dectina-1 facilita la produccion de NF-kB o una citoquina
inflamatoria para inducir una respuesta de defensa bioldgica. En la presente invencién, ejemplos de células que
expresan Dectina-1 incluyen macréfagos, células dendriticas, neutréfilos, y similares. Se sabe que el esquizofilano
tiene un esqueleto de B-1,3-glucano, y se distribuye dentro de células que expresan Dectina-1 a través de una sefial
inducida cuando se une a Dectina-1 que esta presente en la membrana celular de una célula que expresa Dectina-1.
El complejo de &cido nucleico-polisacarido usado en la presente invencion se lleva dentro de una célula que expresa
Dectina-1 ya que el esquizofilano, que es un componente del complejo, es reconocido por Dectina-1. Un siRNA
contenido en el complejo de acido nucleico-polisacarido usado en la presente invencién puede inducir eficazmente
tolerancia inmune en un receptor seleccionando un factor coestimulador que se exprese en célula que expresa
Dectina-1. Se ha descrito el uso de siRNA para reducir la expresién de factores coestimuladores en p. e€j.,
EP2226384 (para CD40) y Motohiko et al (2010) JJIAO 28(3): 223-8 (para B7.2/CD86).

Ejemplos especificos de un factor coestimulador que se expresa en una célula que expresa Dectina-1 incluyen
CD40, B7.1 (CD80), B7.2 (CD86) y similares. Ejemplos de un gen diana de siRNA usado en la presente invencion
incluye al menos uno de estos genes, y es particularmente adecuado un gen de CD40.

Se puede determinar de modo apropiado una secuencia de bases de “siRNA para un factor coestimulador” usada en
la presente invencion dependiendo de los tipos de un factor coestimulador diana. Un siRNA para un factor
coestimulador puede incluir una secuencia que es 100% idéntica a una porcién de la secuencia de bases del factor
coestimulador diana, o puede incluir una secuencia en la que se reemplazan y/o afiaden una o mas bases en
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relacion a la secuencia 100% idéntica siempre que se obtenga el efecto de interferencia de ARN deseado.

En un ejemplo adecuado del siRNA para el factor coestimulador usado en la presente invencion, la cadena sentido
de ARN y la cadena antisentido de ARN estan cada una compuestas de 21 ribonucle6tidos, con un extremo colgante
compuesto de 2 ribonucleétidos que se forma en el extremo 5’ de la cadena sentido de ARN, asi como en el extremo
5’ de la cadena antisentido de ARN. Es decir, en el caso de tal doble cadena de ARN, los ribonucle6tidos del primer
al decimonoveno a partir del extremo 3’ de la cadena de ARN antisentido son complementarios a los ribonucleétidos
del tercer al duodecimoprimero a partir del extremo 5’ de la cadena de ARN sentido. En esta memoria, tal siRNA de
21 mer también se denomina siRNA de tipo 21 mer. El siRNA de tipo 21 mer no es escindible por Dicer.

Un siRNA para un factor coestimulador puede ser uno que sea capaz de ser acomplejado con esquizofilano, por
ejemplo, uno en el que una molécula capaz de ser acomplejada con esquizofilano (de aqui en adelante, también
denominada como “molécula que une SPG”) se adicione a al menos un extremo de una cadena sentido o una
cadena antisentido que constituye un siRNA para un gen de un factor coestimulador.

La molécula que une SPG se puede unir directamente al ribonucle6tido terminal de la cadena de ARN sentido y/o
cadena de ARN antisentido del siRNA para un factor coestimulador o se puede unir a través de un enlazador
(espaciador).

El nimero de moléculas que unen SPG que se afiaden al siRNA no esta particularmente limitado.

Un ejemplo preferido de siRNA al que se afiade la molécula que une SPG es uno en el que el nimero de unién de
molécula que une SPG con un siRNA es uno y la molécula que une SPG se une al extremo 5’ de la cadena sentido
del siRNA. Como se acaba de describir, en el caso donde se une solamente una molécula que une SPG al extremo
5’ de la cadena sentido del siRNA, se puede activar significativamente un efecto de interferencia de ARN causado
por el siRNA.

También en el caso de siRNA del tipo 21 mer, la molécula que une SPG se puede unir a cualquiera de la cadenas
sentido/cadena antisentido y al extremo 5'/extremo 3’, y en el caso donde la molécula que une SPG se une, en
particular, al extremo 5’ de la cadena sentido, se puede demostrar un efecto de interferencia de ARN superior.

No estan particularmente limitados los tipos de molécula que une SPG mientras la molécula se acompleje con
esquizofilano, y preferiblemente son &cidos nucleicos, mas preferiblemente polidesoxiadenina (de aqui en adelante,
también denominado como “poli(dA)”). Una cadena de poli(dA) y dos cadenas de esquizofilano pueden formar una
conformacion de triple hélice estable.

En el caso donde se usa poli(dA) como molécula que une SPG, no esta particularmente limitado el nimero de
desoxiadeninas que constituyen el poli(dA) mientras sea posible la formacion del complejo con esquizofilano, como
se describe mas adelante, y puede ser, por ejemplo, 10-100, preferiblemente 20-100, mas preferiblemente 20-80,
aun mas preferiblemente 30-50.

En el caso donde se usa poli(dA) como la molécula que une SPG, al menos una parte del enlace fosfodiéster del
poli(dA) reacciona deseablemente con fosforotioato (modificado en S). La proporcion de poli(dA) modificada en S es
generalmente 50% o mas, preferiblemente 80% o mas, mas preferiblemente 100%. En esta memoria, la proporcion
de poli(dA) modificado en S representa la proporcion (%) de enlaces fosfodiéster modificados en S en relacion al
total de enlaces fosfodiéster de poli(dA). También, el enlace fosfodiéster modificado en S muestra una estructura de
unioén en la que un atomo de oxigeno del residuo de fosfato de la porcion del enlace fosfodiéster se reemplaza por
un atomo de azufre.

La modificacion en S en un poli(dA) se puede realizar de acuerdo con un método conocido. La distribucién de la
modificacién en S en el poli(dA) no esta particularmente limitada, y se puede realizar la modificacion en S sobre
cualquier lugar.

El poli(dA) modificado en S forma un complejo favorable con esquizofilano, y el complejo de acido nucleico-
polisacérido obtenido de esta forma tiene un alto nivel de resistencia a enzimas degradativas. En el caso donde el
poli(dA) modificado en S se afiade a una cadena sentido en un siRNA de tipo 21 mer, un complejo de &cido
nucleico-polisacarido del siRNA y esquizofilano es capaz de hacer el efecto activo de interferencia de ARN
permitiendo que se incorpore a la cadena antisentido dentro de un RISC.

Esquizofilano

El esquizofilano (de aqui en adelante, también denominado como “SPG”) es un polisacarido con un esqueleto de f-
1,3-glucano y se distribuye dentro de una célula a través de una sefial que se induce cuando se une a Dectina-1,
gue es un receptor presente en la superficie de una célula presentadora de antigeno. Se conoce el siRNA extendido
con una region de poli(dA) a través del que se forma un complejo con esquizofilano, y su uso para dirigirse a células
que expresan dectina-1 de p. ej., US2006/216343.

Se puede producir SPG de acuerdo con un método ordinario descrito en un documento (A.C.S. 38(1), 253 (1997) o
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Carbohydrate Research, 89, 121-135 (1981)). El esquizofilano obtenido de esta forma se puede someter a
ultrasonicacion para proporcionar esquizofilano que tiene un peso molecular deseado.

Un SPG usado en la presente invencion puede ser uno al que se unen varias moléculas funcionales juntas. En el
caso donde una molécula funcional se va a unir a SPG, la proporcion de la molécula funcional a unirse es, por
ejemplo, 1 a 200, preferiblemente 1 a 100, y particularmente preferible 1 a 50 moléculas funcionales en relacién a
100 cadenas laterales de SPG. Se puede ajustar la proporcion de la molécula funcional unida controlando la
cantidad de oxidante afiadido, como peryodato sédico, en relacion al residuo de glucosa ramificado en el método
anteriormente mencionado. El sitio de unién donde se une la molécula funcional a SPG y el sitio de union donde se
une el enlazador para la molécula funcional no estan particularmente limitados, pero es preferible que la porcion 1,2-
diol de la glucosa con un enlace 1,6-glucopiranésido ramificado a partir del esqueleto de B-1,3-glucano del SPG se
sustituya para la unién.

El peso molecular de SPG usado en la presente invencién no esta particularmente limitado, y se establece
adecuadamente de acuerdo con, por ejemplo, la longitud de cadena de la molécula de unién a SPG como poli(dA).
Especificamente, el peso molecular de SPG es normalmente, por ejemplo, 25.000 a 500.000 y preferiblemente
25.000 a 250.000.

Complejo de &cido nucleico-polisacarido de siRNA para el factor coestimulador y esquizofilano

En el agente que induce tolerancia inmunoldgica de la presente invencion, se usa un complejo de acido nucleico-
polisacéarido de un siRNA para un factor coestimulador y esquizofilano. El complejo de &cido nucleico-polisacarido se
puede obtener permitiendo que una molécula que une SPG que se afiade a un siRNA para un factor coestimulador
se acompleje con esquizofilano.

Ejemplos preferidos del complejo de acido nucleico-polisacarido incluyen una molécula compleja en la que el
poli(dA) que se puede modificar en S se afiade a al menos un extremo de una cadena sentido o de una cadena
antisentido que constituye un siRNA para un gen de un factor coestimulador, y la Unica cadena de poli(dA) y las dos
cadenas de esquizofilano forman una triple hélice.

El complejo de &cido nucleico-polisacarido se puede preparar de acuerdo con un método conocido. Un ejemplo
especifico puede ser un método de produccién que tiene las siguientes etapas (1) a (3): (1) el siRNA anteriormente
descrito al que esta unida la molécula que une SPG directamente o a través de un enlazador se prepara de acuerdo
a un método conocido, (2) separadamente, se proporciona SPG, o se prepara SPG (SPG modificado) al que se une
directamente la molécula funcional o a través de un enlazador, y (3) se forma entonces un complejo que usa la
molécula que une SPG unida al siRNA y al SPG o el SPG modificado.

En la etapa (3) del método, se puede seleccionar adecuadamente la proporcion de mezcla del siRNA con el SPG o
SPG modificado de acuerdo con la longitud de la cadena de la molécula que une SPG o la longitud de la cadena del
SPG o del SPG modificado. En el caso donde se usa poli(dA) como la molécula que une SPG, una molécula de
glucosa del esqueleto del SPG corresponde a una molécula de adenina del poli(dA), y una cadena de poli(dA) y dos
cadenas SPG forman una conformacion de triple hélice. Es decir, en el complejo de &cido nucleico-polisacérido de la
presente invencion, el poli(dA) se incorpora dentro de una o mas posiciones de la conformacion de doble hélice
formada por dos cadenas SPG, formando asi una conformacion de triple hélice. Por ejemplo, con un siRNA al que
se afiade un poli(dA) de 40 mer y SPG con un peso molecular de 150.000, dos moléculas de SPG con un peso
molecular de 150.000 y 17 moléculas de un siRNA al que se afiade poli(dA) de 40 mer forman una conformacion de
triple hélice. Una proporcion molar preferida de siRNA con poli(dA) afadido a SPG es 20 : 1 a1l : 5,y
preferiblemente, se mezclana10:1a1l: 1,y se acomplejan la region de polidesoxiadenina de cadena sencilla de la
doble cadena de ARN unida al polinucleétido y el SPG o SPG modificado. Sometiendo el siRNA y el SPG o SPG
modificado a condiciones de formacién de complejo en tal proporcion molar posibilita que estos materiales
interaccionen eficazmente uno con otro, haciendo posible de este modo aumentar la eficacia de produccion del
complejo de acido nucleico-polisacéarido usado en la presente invencion.

Especificamente, un complejo de acido nucleico-polisacarido que forma una conformacion de triple hélice que usa
un siRNA con poli(dA) afiadido y esquizofilano se prepara de acuerdo con el siguiente método. El SPG adopta una
conformacién de triple hélice en un entorno natural o en agua. Este SPG se disuelve en un disolvente polar como
dimetilsulféxido (DMSO) o una solucién alcalina acuosa como una solucién acuosa de hidroxido sodico para que se
modifique en cadenas sencillas, luego se afiade un siRNA con poli(dA) afiadido, se reemplaza el disolvente por agua
o0 se neutraliza la solucion alcalina acuosa (proceso de regeneracion), y se forma por lo tanto una conformacioén de
complejo de triple hélice (estructura de asociacion) compuesta de una porciéon de cadena de poli(dA) unida con un
siRNA y dos cadenas de SPG. Parece que tal formacion de complejo de un polinucleétido y un polisacérido se logra
principalmente a través de enlace de hidrogeno y una interaccion hidrofébica.

Induccién de tolerancia inmune

El agente que induce tolerancia inmunoldgica de la presente invencién se usa para la induccion de tolerancia inmune
especifica de donante en un receptor tratado o a ser tratado con trasplante de una célula, tejido u érgano donante. El
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uso del complejo de acido nucleico-polisacarido permite inhibir especificamente la expresion de un gen de factor
coestimulador en célula que expresa Dectina-1 y, por lo tanto, inducir eficazmente tolerancia inmune especifica de
donante.

El agente que induce tolerancia inmunolégica de la presente invencién se puede aplicar a animales como seres
humanos, monos, ratones, ratas, perros, conejos, gatos, bovinos, y gallinas, preferiblemente seres humanos.

El agente que induce tolerancia inmunolégica de la presente invencién se puede preparar incorporando el complejo
de acido nucleico-polisacarido en una cantidad eficaz para la inducciéon de tolerancia inmune y combinandolo
ademas apropiadamente con un transportador farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de tal transportador incluyen
transportadores acuosos como agua purificada, soluciones acuosas que contienen azucar, tampones, suero salino
fisiolégico, y agua libre de nucleasas; excipientes; y similares.

La ruta de administracién del agente que induce tolerancia inmunoldgica se puede seleccionar adecuadamente a
partir de métodos usados convencionalmente basados en los sintomas del paciente, estado de la enfermedad,
enfermedad, y similares, como oral, parenteral (que incluye administracién intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, subcutanea, intrarectal, e intravaginal), inhalacion, administracién sistémica, administracion local (que
incluye aplicacién externa en la piel o en la cavidad bucal; infusion sobre un sitio que no da sustancialmente como
resultado la entrada en el flujo sanguineo, como el ojo, oreja, y nariz).

La terapia de trasplante que usa el agente que induce tolerancia inmunoldgica de la presente invencion se lleva a
cabo mediante un método que incluye la administracion del agente que induce tolerancia inmunoldgica de la
presente invencion a un donante que proporciona una célula, tejido u érgano donante a ser trasplantado, un método
que incluye el tratamiento de una célula, tejido u érgano a ser trasplantado con el agente que induce tolerancia
inmunolégica presente, un método que incluye la administracién a un receptor a ser tratado por trasplante de una
célula, tejido u 6rgano, o un método que incluye la combinacién de dos o tres de estos métodos.

En terapia de trasplante que usa el agente que induce tolerancia inmunolégica de la presente invencién, no esta
particularmente limitado una célula, tejido u 6rgano a ser trasplantado, y ejemplos de los mismos incluyen una célula
derivada de médula 6sea, rifién, corazon, pulmén, médula ésea, piel, cérnea y similares.

El agente que induce tolerancia inmunoldgica de la presente invencidon puede tratar o prevenir la resistencia o
rechazo de una célula, érgano o tejido trasplantado, asi como inducir tolerancia inmune y por lo tanto, puede inhibir
la aparicién de rechazo inmune incluso cuando la administracion del presente inmunosupresor es discontinua en un
periodo temprano después del trasplante.

También, el trasplante de una célula derivada de donante de médula dsea antes del trasplante de higado de donante
vivo o del trasplante de rifién de donante vivo, o la administracién del agente que induce tolerancia inmunolégica de
la presente invencién cuando induce tolerancia inmune en un receptor permite promocionar la supervivencia del
higado o rifion trasplantado y eliminar el rechazo. El agente que induce tolerancia inmunolégica de la presente
invencién se usa también en el tratamiento de enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias,
enfermedades proliferativas y sobre-proliferativas, y sintomas cutaneos de enfermedades mediadas
inmunolégicamente (como artritis reumatoide crénica, eritematoides, eritematoide sistémica, tiroiditis de Hashimoto,
esclerosis multiple, miastenia gravis, diabetes tipo |, uveitis, sindrome nefrotico, psoriasis, dermatitis atdpica,
dermatitis de contacto, dermatitis eccematosa, dermatitis seborreica, liquen plano, pénfigo, pénfigo ampuloso,
epidermolisis ampulosa, urticaria, angioedema, angeitis, eritema, eosinofilia de piel, y alopecia areata); y en el
tratamiento de enfermedades obstructivas de vias respiratorias reversibles, gastroenteritis, alergias (como
enfermedad inflamatoria biliar, enfermedad celiaca, rectitis, gastroenteritis eosinofilica, mastocitosis, enfermedad de
Crohn, y colitis ulcerosa), alergias relacionadas con la alimentacién (como migrafia, rinitis, y eczema), y otros tipos
de alergia.

En terapia de trasplante, la dosis del agente que induce tolerancia inmunoldgica de la presente invencion puede ser
una cantidad que es eficaz o no toxica para la induccién de tolerancia inmune, y se puede determinar la dosis por
aquellos expertos en la técnica a partir de experimentos de rutina. La dosis no esta particularmente limitada, y por
ejemplo, en el caso donde se usa un complejo de un siRNA para CD40 y SPG como el complejo de &acido nucleico-
polisacérido, la dosis eficaz se selecciona generalmente de una intervalo entre aproximadamente 0,001 y 10 mg por
peso corporal (kg) por dia.

La presente invencién también proporciona el uso del complejo de acido nucleico-polisacarido para la preparacion
de un agente que induce tolerancia inmunoldgica usado para la induccion de tolerancia inmune especifica de
donante cuando se trasplanta una célula, tejido u érgano donante a un receptor. Adicionalmente, la presente
invencién proporciona un método para inducir tolerancia inmune que incluye una etapa de administrar el complejo de
acido nucleico-polisacarido a un animal que necesita tolerancia inmune para una célula, 6rgano o tejido de donante.
Especialmente, la presente invencién también proporciona el uso del complejo de acido nucleico-polisacarido para la
preparacion de un medicamento para la inhibiciéon del rechazo en terapia de trasplante y la induccion de tolerancia
inmune. Ademas, la presente invencion proporcionan método para inhibir el rechazo en terapia de trasplante o un
método para inducir tolerancia inmune, que incluye una etapa de administrar el complejo de &cido nucleico-
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polisacéarido a un animal que necesita tratamiento o prevencién de rechazo para un 6rgano o tejido trasplantado.

La presente solicitud reivindica la propiedad bajo PCT/JP2011/68265 presentada el 10 de agosto de 2011 y
PCT/JP2012/53583 presentada el 15 de febrero de 2012.

Ejemplos

La presente invencién se describirda con mas detalle a continuacién por medio de ejemplos, pero la presente
invencion no esta limitada a esto. Nétese que el esquizofilano se puede denominar como “SPG” en los ejemplos.
También, el siRNA dirigido a la luciferasa se puede referir como “siLuc”, y el siRNA dirigido a CD40 se puede referir
como “siCD40”.

Ejemplo 1: Formacion de complejo de acido nucleico-polisacarido de SPG y siRNA

Los complejos de acido nucleico-polisacarido usados en los siguientes ejemplos se formaron como sigue. Se
preparé SPG con un peso molecular de aproximadamente 150.000 para tener una concentracion final de 15 mg/mi
en una solucién acuosa de hidréxido sédico 0,25 N, luego se agitdé durante 1 hora, y se dejo estar a 4°C durante 1
dia para modificacion. Se afiadid una solucién de un siRNA a la que se habia afiadido poli(dA) modificado en S
disuelto primero en fosfato sédico 330 mM a esta solucién modificada de SPG, y la mezcla se neutralizé y se dejé
estar a 4°C por no menos de 24 horas. En este momento, se prepard la mezcla para que tuviera 0,27 mol de SPG
por mol de siRNA. Nétese que, en el siRNA con poli(dA) afiadido modificado en S, se unieron 40 desoxiadeninas
gue han reaccionado con fosforotioato con el extremo 5 de la cadena sentido del siRNA mediante enlaces
fosfoéster. En los siguientes ejemplos, el poli(dA) modificado en S se puede denominar como dA40(s). El grado de
modificacién en S de todas las polidesoxiadeninas modificadas en S usadas en los siguientes ejemplos fue del
100%.

Ejemplo 2: Estabilidad del complejo de &cido nucleico-polisacarido de siRNA con poli(dA) afiadido modificado en Sy
SPG en medio de cultivo celular

La preparacion se llevo a cabo para satisfacer las condiciones mostradas en la Tabla 1 afiadiendo una muestra a un
tampon fosfato (PBS) o un medio de cultivo celular (RPMI + FBS al 10%) (FBS: Biological Industries Cat# 04-001-
1A, RPMI: Wako Pure Chemical Industries, S.L., Cat# 189-02025)). La muestra se incubd a 37°C durante 4 horas o
24 horas, después se sometio a electroforesis bajo condiciones de 100 V y 60 min usando gel de poliacrilamida al
12,5% (Tris-borato-EDTA (TBE)), y se tifié con Oro SYBR (Lifetechnologies Japén).

En la Tabla 1, en dA40(s)-siLuc(21 nt), se afiadié polidesoxiadenina que ha reaccionado con fosforotioato de 40 mer
al extremo 5’ de la cadena sentido de siRNA de 21 mer (SEQ ID N.° 1) dirigido a luciferasa. En dA40(s)-siLuc(27 nt),
se afiadié polidesoxiadenina que ha reaccionado con fosforotioato de 21 mer al extremo 5’ de la cadena sentido de
SsiRNA de 27 mer (SEQ ID N.° 3) dirigido a luciferasa.

Tabla 1
Carril Muestra Incubacion

1 dA40(s)-siLuc(27 nt) Sin incubacion

2 dA40(s)-siLuc(27 nt) RPMI + FBS al 10%: 37°C, 24 horas
3 complejo dA40(s)-siLuc(27 nt)/SPG RPMI + FBS al 10%: 37°C, 24 horas
4 dA40(s)-siLuc(21 nt) Sin incubacion

5 dA40(s)-siLuc(21 nt) RPMI + FBS al 10%: 37°C, 24 horas
6 complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG RPMI + FBS al 10%: 37°C, 24 horas
7 complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG RPMI + FBS al 10%: 37°C, 4 horas
8 dA40 Sin incubacion

9 RPMI + FBS al 10% Sin incubacion

Como resultado, con respecto a los siRNAs a los que se habia afiadido poli(dA) que ha reaccionado con
fosforotioato de 40 mer, las muestras que no estan en la forma de un complejo de un siRNA y SPG en un medio de
cultivo celular que contiene enzima degradativa (carril 2 y 5) y los controles de los carriles 1 y 4 tuvieron bandas
poco precisas, lo que indica degradacion, y las muestras que estaban en la forma de un complejo de un siRNA y
SPG (carriles 3, 6, y 7) mostraron bandas claramente visibles, lo que indica que los complejos de acido nucleico-
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polisacaridos eran estables. Notese que las muestras con siRNAs a los que habia afiadido poli(dA) que ha
reaccionado con fosforotioato eran mas estables en un medio de cultivo celular que contiene enzimas degradativas
que aquellas con siRNAs a los que no se habia afiadido poli(dA) que ha reaccionado con fosforotioato.

Ejemplo 3: Sensibilidad a Dicer del complejo de &cido nucleico-polisacéarido
(3-1) Sensibilidad a Dicer del complejo de &cido nucleico-polisacéarido con cola de dA no modificada en S

En este ejemplo, se us6 un kit enzimatico de dicer humano recombinante (fabricado por Genlantis S. A.. Cat#
T510002). También, se prepararon pre-mezclas que tienen los siguientes componentes (A a E).

A. Muestra de acido nucleico: 2,5 pl (25 ng)
B. ATP 10 mM: 1 pl

C. MgCl; 50 mM: 0,5 ul

D. tampén de reaccion Dicer: 4 pl

E. Enzima recombinante Dicer (1 unidad): 2 pl

Las muestras B a D o B a E se mezclaron en un tubo de PCR, y se afiadié después la muestra A de acido nucleico.
Después, se afiadio agua destilada libre de nucleasas para que el volumen final sea de 10 pl. Después, se llevo a
cabo la incubacién a 37°C durante 15 horas. Después de la incubacion, se afiadié una solucion de parada para parar
la reaccion. Se llevo a cabo la electroforesis a 150 V durante 80 min usando un gel de poliacrilamida al 15% (Tris-
borato-EDTA (TBE)), y se tifi6 el gel con Oro SYBR (r) (Lifetechnologies Japon).

En la Tabla 2, siRNA(21 nt) indica un siCD40 de 21 mer (SEQ ID N°. 5 y 6) dirigido a CD40. En dA40-siCD40(21
nt), se afiadio polidesoxiadenina de 40 mer al extremo 5’ de la cadena sentido (SEQ ID N.° 5) de un siRNA (SEQ ID
N.°. 5y 6) de 21 mer dirigido a CD40. siLuc indica un siRNA de 21 mer dirigido a luciferasa mostrada en SEQ ID N.°.
1y 2. En dA40-siLuc(21 nt), se afadié polidesoxiadenina de 40 mer al extremo 5’ de la cadena sentido (SEQ ID N.°
1) de un siRNA (SEQ ID N.°. 1y 2) de 21 mer dirigido a luciferasa.

Tabla 2

Carril Muestra

1 Marcador

2 siCD40(21 nt)

3 dA40-siCD40(21 nt)

4 dA40-siCD40(21 nt): Dicer afiadida
5 siLuc(21 nt)
6

dA40-siLuc(21 nt)

7 dA40-siLuc(21 nt): Dicer afadida
8 siLuc(27 nt)
9 dA40-siLuc(27 nt)

10 dA40-siLuc(27 nt): Dicer afadida

Los resultados de la electroforesis descrita anteriormente muestran que la banda de electroforesis del carril 2 era
claramente visible como la del carril 3, y la banda del carril 6 era claramente visible como la del carril 7, y por lo tanto
poli(dA)-siRNA(21 nt) no se escinde por Dicer, pero por otro lado, la banda del carril 10 era mas incierta que la del
carril 9, y poli(dA)-siRNA(27 nt) se escinde por Dicer.

(3-2) Sensibilidad a Dicer del complejo de acido nucleico-polisacarido con cola de dA modificada en S

De la misma forma como en (3-1) anterior, se evalué la sensibilidad a Dicer de un complejo de acido nucleico-
polisacéarido con una cola de dA modificada en S.
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Tabla 3

Carril Muestra

1 Marcador

2 siLuc(21 nt)

3 siLuc(27 nt)

4 dA40(s)-siCD40(21 nt)

dA40(s)-siCD40(21 nt): Incubacién con agua calentada a
37°C

6 dA40(s)-siCD40(21 nt): Dicer afiadida

7 Marcador
8 siLuc(21 nt)
9 siLuc(27 nt)

10 dA40(s)-siCD40(27 nt)
11 dA40-siCD40(27 nt): Incubacion con agua calentada a 37°C

12 dA40-siCD40(27 nt): Dicer afiadida

En la Tabla 3, siLuc(21 nt) indica un siRNA de 21 mer (SEQ ID N°s. 1y 2) dirigido a luciferasa. siLuc(27 nt) indica un
siRNA de 27 mer (SEQ ID N.°. 3y 4) dirigido a luciferasa. En dA40(s)-siCD40(21 nt), se afiadié polidesoxiadenina
gue ha reaccionado con fosforotioato de 40 mer al extremo 5’ de la cadena sentido (SEQ ID N.° 5) de un siRNA de
21 mer (SEQ ID N.°. 5y 6) dirigido a CD40. En dA40(s)-siCD40(27 nt), se afiadi6 polidesoxiadenina que ha
reaccionado con fosforotioato de 40 mer al extremo 5’ de la cadena sentido (SEQ ID N.° 7) de un siRNA de 27 mer
(SEQ ID N.°. 7 y 8) dirigido a CD40.

Los resultados de la electroforesis mostraron que la banda del carril 6 era tan visible como las de los carriles 4y 5y
por lo tanto el siRNA de tipo 21 nt, incluso cuando se habia afiadido a él poli dA modificado en S, no se escinde por
Dicer, pero por otro lado, la banda del carril 12 era mas incierta que las de los carriles control 10 y 11, y por lo tanto
el siRNA de tipo 27 nt se escinde por Dicer.

Ejemplo 4: Efecto de interferencia del ARN de siRNA unido a poli(dA)

Se introdujo un vector de expresion de Luciferasa Dual psiCHECKTM-Z (Promega Cat# C8021) dentro de células
HEK 293 usando LipofectrzlminaTM LTX (Lifetechnologies Japén, Cat# 15338-500). En este momento, se ajusto el
namero de células para qrue sean 50.000 por pocillo. Se introdujo dA40-siLuc(21 nt) o dA40-siLuc(27 nt) dentro de
células que usan TransIT “.TKO (Takara Bio, S.A., Cat# V2154), y las células se incubaron a 37°C durante 20 horas
en un incubador de CO,. Después, se llevd a cabo un ensayo Dual de Luciferasa (fabricado por Promega, sistema
de ensayo Dual-Glo Luciferase, Cat# E2920) para medir el efecto de interferencia del ARN. Como un control, se
llevé a cabo el mismo proceso usando una muestra de acido nucleico. Con respecto al efecto de interferencia del
ARN, se compararon dos expresiones de luciferasa en el control, y el efecto de interferencia del ARN en ese
momento se consideré como 0%, y la expresion de inhibicion en cada muestra se expresé en %.

Los resultados se muestran en la FIG. 1. Se mostré que dA40-siLuc(21 nt) de 21 mer unido a poli(dA), incluso sin
ser escindido por Dicer, produce el mismo efecto de interferencia del ARN que dA40-siLuc(27 nt) de 27 mer.

Ejemplo 5: Efecto de interferencia del ARN del complejo siRNA/SPG unido con poli(dA) modificado en S

Se evaluo el efecto de interferencia del ARN de un complejo de SPG y un siRNA quimérico con poli(dA) que ha
reaccionado con fosforotioato usando un ensayo Dual de Luciferasa (fabricado por Promega, sistema de ensayo
Dual-Glo Luciferase, Cat# E2920). Se usaron células RAW264.7 (células dRAW), que expresan fuertemente
Dectina-1, (obtenidas del profesor asociado Yoshiyuki Adachi (inmunologia) del Departamento de Farmacologia,
Universidad de Tokio de Farmacia and Ciencias de la Vida). Se muestran las muestras usadas en la Tabla 4 a
continuacién. En la muestra 4 en la Tabla 3, se introdujo dA40(s)-siLuc(21 nt) usando un TransIT™-TKO (Takara
Bio, S. A., Cat# V2154).

Los resultados también se muestran en la Tabla 4 a continuacion.
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Tabla 4
Muestra Concentracion de Concentracion de Efecto de interferencia
TransIT-TKO (ul/ml) siRNA (nM) del ARN (%)
1 Control (co-transfeccién ) 10 0
con psiCHECK™-2)
2 siLuc(21 nt) - 10 8,8
3 dA40(s)-siLuc(21 nt) - 10 -4
4 | dA40(s)-siLuc(21 nt)
(transIT-TKO afiadido) 0.1 10 1.8
5 Complejo dA40(s)- )
siLuc(21 nt)/SPG 10 41

De acuerdo con la Tabla 4, se mostré que el complejo poli(dA)(s)-siRNA/SPG produce un efecto de interferencia del
ARN.

Ejemplo 6: Dependencia de la dosis del efecto de interferencia del ARN por el complejo poli(dA)(s)-siRNA

En este ejemplo, se evalué la dependencia de la dosis de la actividad de siRNA. Se usaron células dRAW, que
proliferan en un serocultivo al 10%. Se muestran las muestras usadas en este ejemplo en la Tabla 5 a continuacion.

Este ejemplo se llevd a cabo de acuerdo con el siguiente procedimiento. Se recuperaron las células dRAW, se
sembraron sobre una placa de 48 pocillos para que fueran 20.000 células/pocillo/200 pl, se incubaron en un
incubador de CO; a 37°C durante 20 horas. Se afiadieron un complejo psiCHECKTM-Z/LTX en una cantidad de 20
ul/pocillo y un medio de cultivo en una cantidad de 180 pl/pocillo a la placa de 48 pocillos. Después, se llevo a cabo
un ensayo Dual Luc (fabricado por Promega, sistema de ensayo Dual-Glo Luciferasa, Cat# E2920). Los resultados
se muestran en la Tabla 5 a continuacion.

Tabla 5
Muestra Concentracion de siRNA Efecto de interferencia del
(nM) ARN (%)
1 Control (Co-transfeccion) 0 0
2 dA40(s)-siLuc(21 nt) desnudo 100 14
3 Complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG 1 12
4 Complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG 10 21
5 Complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG 100 36

A partir de la Tabla 5, se mostré que el complejo poli(dA)(s)-siRNA produce un efecto de interferencia del ARN de
manera dependiente de la dosis.

Ejemplo 7: Capacidad de introduccion del complejo poli(dA)(s)-siRNA en la célula
(7-A) Capacidad de introduccion en células dRAW

Se sembraron células dRAW para que fueran 1.000.000 células/placa de Petri (5 ml) y se incubaron en un incubador
de CO; a 37°C durante 20 horas. Después, se afiadieron dA40(s)-siLuc(21 nt) desnudo marcado con Alexa 647 y un
complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa 647 al medio de cultivo cada uno en una concentracion de
100 nM y se pusieron en contacto con las células dRAW. Después de que se afiadid cada siRNA, las células se
recuperaron 1, 2, 4, y 8 horas mas tarde. Las células recuperadas se fijaron mediante formaldehido equilibrado al
10% (100 pl/placa de Petri), y se midieron el numero de células marcadas con Alexia 647 mediante citometria de
flujo (FACS).

De acuerdo con los resultados, el numero de células marcadas con Alexia 647 usando el dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG
fue mas de dos veces mayor que el nimero de células marcadas obtenidas usando dA40(s)-siLuc(21 nt) desnudo, y
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parece que la captacion celular del complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG es mas de dos veces mayor.
(7-B) Capacidad de introduccién dentro de CD11c(+)

Se obtuvieron células de bazo a partir de ratones (C57BL/6, machos, 7 semanas de edad; 4 ratones) de acuerdo con
un método estandar. Algunas de las células de bazo obtenidas se almacenaron bajo refrigeracion para usar como
control. Las células de bazo restantes se separaron en un grupo celular CD11c(-) y un grupo celular CD11c(+)
usando una columna MACS MS. La separacién mediante la columna se llevé a cabo dos veces. Se prepar6 un
grupo celular CD11c(+) para que tuviera 7x10° células, y se cultivaron en una placa de 6 pocillos (2 ml de volumen)
durante 48 horas (37°C, CO; al 5%) para que satisficieran las condiciones mostradas en la Tabla 6 a continuacion.
Después de cultivar, se llevé a cabo el andlisis por FACS usando los anticuerpos de FACS mostrados en los
paréntesis en la Tabla 6. En la tabla, Dectina-1-FITC indica un anticuerpo anti-dectina-1 modificado con FITC,
CD11c-FITC indica un anticuerpo anti-CD40 modificado con FITC, y control de Isotipo PE indica un anticuerpo de
control de isotipo modificado con PE.

Tabla 6

Muestra

1 Células CD11c(-) (Dectina-1-FITC)

Células CD11c(+) (Control de Isotipo PE)

Células CD11c(+) (CD11c-FITC)

Células CD11c(+) (Dectina-1-FITC)

Células CD11c(+) + SPG (Dectina-1-FITC)

Células CD11c(+) + dA40(s)-siCD40(27 nt) desnudo 100 nM (Dectina-1-FITC)

N o g A~ owWN

Células CD11c(+) + complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG 100 nM (Dectina-1-FITC)

Se confirmd a partir de los resultados que la muestra 5 tiene una proporcién mas pequefia de células Dectina-1
positivas que la muestra 4, la muestra 7 tiene un proporciéon mas pequefia de células Dectina-1 positivas que las
muestras 4 y 6, y cuando es captado el complejo siRNA/SPG dentro de células que expresan Dectina-1, se
disminuye el nivel de expresion de Dectina-1 de las células.

(7-C) Incorporacion dentro de RLC (complejo de carga RISC)

Se obtuvieron células de bazo a partir de ratones (C57BL/6, machos, 7 semanas de edad; 4 ratones) de acuerdo con
un método estandar. Algunas de las células de bazo obtenidas se almacenaron bajo refrigeracion para usar como
control. Las células de bazo restantes se separaron en un grupo celular CD11c(-) y un grupo celular CD11c(+)
usando una columna MACS MS. La separacién mediante la columna se llevd a cabo dos veces. Se preparé un
grupo celular CD11c(+) para que tuviera 2x10* células, y se cultivaron en portas de cristal con camara (4 pocillos, 1
ml de volumen/pocillo) durante 24 horas (37°C, CO; al 5%). Después, se afadieron siLuc en el que el extremo 5’ de
la cadena antisentido se habia marcado con Alexa 647 y un complejo dA40(s)-siLuc/SPG en el que se habia
marcado el extremo 5’ de la cadena antisentido con Alexa 647 a células CD11c(+) para lograr 100 nM, y las células
se cultivaron durante 1 hora (37°C, CO; al 5%).

Una hora mas tarde, se elimind el sobrenadante de cultivo por succion. Se afiadieron 500 ml de una solucién de
paraformaldehido al 4%/PBS a cada pocillo, y las células se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Después de eliminar la solucién de paraformaldehido/PBS por succion, se afiadié 1 ml de PBS a cada pocillo, las
células se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos, y después el PBS se elimind por succion. Este
proceso se repitid una vez méas (a continuacion, el procedimiento durante 5 minutos de incubacion a temperatura
ambiente con PBS se denominard como procedimiento de lavado). Se afiadieron 500 ml de una solucién de Triton
X-100 al 0,1%/PBS a cada pocillo, las células se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos, y después
se elimind la solucién de Triton X-100 al 0,1%/PBS por succion. El procedimiento de lavado se llevé a cabo dos
veces. Se afadieron a cada pocillo 500 ml de una solucién de suero de cabra normal (NGS) al 10%/PBS, y las
células se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de eliminar la solucion de suero de cabra
normal (NGS) al 10%/PBS por succidn, se preparé un anticuerpo de raton anti-TRBP2 para lograr 130 ng/ml con
Tritdn X-100 al 0,1%, NGS al 1,5%, y BSA/PBS, después se afiadieron 500 ml del anticuerpo a cada pocillo, y las
células se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. La solucion de anticuerpo se elimind por succion, el
procedimiento de lavado se llevé a cabo 3 veces. Se diluyd un anticuerpo anti- IgG de raton Alexa 488
(Lifetechnologies Japon) 750 veces con Triton X-100, NGS al 1,5%, y BSA/PBS, y las células se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora. La soluciéon de anticuerpo se elimind por succion, y el procedimiento de
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lavado se llevé a cabo 3 veces. Después de liminar el PBS por succién, se quitd la camara, y se montd una muestra
usando un medio de montaje que contiene un agente anti-desvanecimiento. Se tomo una imagen de esta muestra
con un microscopio laser confocal y se analizo.

Se confirmd a partir de los resultados que el siRNA del complejo dA40(s)-siLuc/SPG que habia sido captado dentro
de las células y TRBP2, que es la proteina nucleo de RLC, se localizaron en la misma localizacion, y las imagenes
coincidian en la misma profundidad focal. Es claro a partir de los resultados que el siRNA captado por las células y
TRBP2 se localizan dentro de tal distancia que pueden interaccionar uno con otro, o es decir, el siRNA se incorpora
en RLC. Por otro lado, en el caso donde se us6 siLuc marcado con Alexa 647 por separado, no se observé siLuc
incorporado.

(7-D) Inhibicién de la expresion de ARNm de CDA40 in vitro
(i) PCR a tiempo real

Se suspendieron células dRAW de pases de cultivo (al 80% de confluencia) en medio de cultivo (RPMI-FBS al 10%
(Lifetechnologies Japén, N.° cat. 12718011S)) y se prepararon para tener 1x10° células/ml. Se afadio la suspension
celular a una placa de 96 pocillos para tener 10.000 células por pocillo (100 pl/pocillo) y se cultivaron durante toda la
noche bajo condiciones de 37°C y CO- al 5%. Después de cultivar se eliminé el sobrenadante del cultivo mediante
un aspirador, y se afiadieron 100 pl de un medio de cultivo a cada pocillo. Se repiti6 dos veces este procedimiento.
Las muestras (Tabla 7) cada una ajustada para que tengan una concentracion de 100 nM usando de antemano un
medio de cultivo se afadieron en una cantidad de 100 pl por pocillo, y se cultivaron durante 20 horas bajo
condiciones de 37°C y CO; al 5%. Después de cultivar, se afiadieron 100 pl de un medio de cultivo a cada pocillo, y
se elimina después el medio de cultivo mediante un aspirador. Se afiadieron 60 ng/ml de interferon gamma (IFN-y,
PeproTech, N° cat. 315-05) preparado de antemano usando un medio de cultivo en una cantidad de 100 pl por
pocillo, y se cultivaron durante 4 horas bajo condiciones de 37°C y CO; al 5%. Después de cultivar, se prepararon
los ARNs totales usando un kit CellAmp Direct RNA Prep (Takara Bio, S. A., N° cat. 37329) a partir de las células de
cada pocillo. Con los ARNs totales preparados como moldes, se sintetizaron los ADNcs usando un kit reactivo
Primer Script RT (Takara Bio, S. A., N° cat. RR037A). Los ADNCcs sintetizados se sometieron a gPCR a tiempo real
usando SYBR Prime Ex Taq Il (Takara Bio, S. A., N° cat. RR081A) para medir niveles de expresion de ARNm de
CD40. Al mismo tiempo, se midieron los niveles de expresion del ARNm de la beta-actina, y esto se usé para
corregir los valores de ARNm de CD40 medidos. Los valores corregidos se consideraron como los niveles de
expresion de ARNm de CD40 en condiciones respectivas. Las secuencias del cebador usadas para la qPCR se
muestran en la Tabla 8.

Tabla 7
Muestra
1 Sin muestra
2 Complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG
3 SPG solo
4 dA40(s)-siCD40(21 nt) desnudo
Tabla 8
Cebadlor de CD40 | Cebador directo CAAGGATTGCGAGGCATGTG SEQID N.°9
de raton Cebador inverso TGACAGACGGTATCAGTGGTCTCAG | SEQID N.°10
Cebador de B- | Cebador directo TGGCACCCAGCACAATGAA SEQIDN.°11
actina de ratén
Cebador inverso CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA | SEQID N.212

Se confirmo a partir de los resultados que el nivel de expresion de CD40 alcanzado mediante la adicion de SPG solo
0 siCD40 desnudo a células que expresan Dectina-1 no era menor que el alcanzado por el control (sin muestra), o
no se indujo actividad ARNi, sin embargo, la adicién de un complejo siCD40/SPG a células que expresan Dectina-1
inhibio la expresion de ARNm de CD40 sin debilitar la actividad ARNi del siRNA.

(i) FACS
Se separaron células CD11(+) en células de bazo, y se analiz6 la proporcién de células CD40 positivas en las
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células CD11(+) mediante FACS. Ademas, se usO el mismo entorno que en el cultivo celular, o es decir, se
afiadieron las células a un medio de cultivo RPMI+FBS al 10% y se cultivaron durante 4 horas a 48 horas
especificas después de calentarlas a 37°C en incubacion con CO,. En este momento, las células CD11(+) se
trataron con SPG, dA40(s)-siCD40(27 nt) desnudo, y un complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG, y se analizé la
expresion de CD40 posterior mediante FACS. El método para tratar las células del bazo es como se describe
anteriormente en (7-B). Los anticuerpos usados en FACS se muestran en los paréntesis en la Tabla 9 a
continuacién. En la tabla, el control de Isotipo PE indica un anticuerpo de control modificado con PE, y CD40-PE
indica un anticuerpo anti-CD40 modificado con PE.

Tabla 9

Muestra

1 Células CD11c(+) (control de isotipo PE)

2 | Células CD11c(+) (CD40-PE)

3 Células CD11c(+) + dA40(s)-siCD40(27 nt) desnudo 100 nM (CD40-PE)

Células CD11c(+) + complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG 100 nM
(CD40-PE)

Los resultados mostraron que las células positivas con CD expresado disminuyen con la muestra 4 y el complejo
siCD40/SPG inhibe la expresién de CD40 en la superficie celular primaria. Por otro lado, con siCD40 no en forma de
un complejo con SPG, no se observo reduccién en el nimero de células CD40 positivas, y no fue posible inhibir
suficientemente la expresiéon de CDA40.

Parece que en este ejemplo, se form6 un complejo de siRNA y SPG, y de este modo el siRNA se estabilizé en el
suero y la sangre, permitiendo asi que el siRNA se introduzca de manera mas eficaz en las células que el siRNA
desnudo y se administre en el citoplasma, y como resultado, se inhibié la expresion de ARNm, y se inhibid la
expresion de la molécula diana en la superficie de la membrana celular.

Ejemplo 8

Se establecié como molécula diana un factor coestimulador CD40, que es un factor de respuesta temprana conocido
de una inmuno-reaccion, y se trataron las células de un raton respondedor con un siRNA dirigido a esta molécula.
Se evaluo el efecto farmacologico llevando a cabo una reaccion linfocitaria mixta (MLR) entre un grupo de células
estimuladoras y un grupo de células respondedoras tratadas o no tratadas con siRNA y midiendo las tasas de
proliferacion celular de los respectivos grupos mediante un kit de quimioluminiscencia BrdU.

Cuando se lleva a cabo la MLR, el uso de células de bazo respondedoras CD11c(-) hace que las células
presentadoras de antigeno (APCs) sean deficientes, suprimiendo asi una reaccién linfocitica normal e inhibiendo la
proliferacién celular. Se afadieron a estas, células de bazo CD11c(+) tratadas con un complejo siCD40/SPG, y se
observé el grado de recuperacion de la proliferacion celular. Se confirmé, a partir de una comparacion de MRL
alogénica y MLR singénica a la que se afiadié o no se afiadié un complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG, que se logro
una notable induccidn de la inmunosupresion mediante la adicién del complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG (el grado
de recuperacion de la proliferacion celular se redujo: FIGs. 2y 3).

En este ejemplo, se uso6 un ratén C57BL/6 como un ratén respondedor, y Balb/c se us6 como un ratén estimulador.
Durante la MLR, se usaron las células del bazo estimuladoras después de que se detuviera la proliferacion celular
de las células de bazo estimuladoras con mitomicina C (MMC) afiadida cuando se recogieron las células
estimuladoras de bazo.

La MLR en pre-cultivo in vitro se refiere a un método en el que se agrega un complejo siCD40/SPG a células CD11c
positivas separadas de las células respondedoras de bazo de ratdn, después se devolvieron las células a un grupo
celular CD11 negativo y se mezclaron luego con células de bazo estimuladoras tratadas con mitomicina C (MMC), y
se observé una reaccion de MLR. Es decir, se unio (o introdujo) un complejo dA40(s)-siRNA/SPG a las células diana
con antelacion, y se evaluo la induccion de la inmunosupresion en la reaccion de MLR.

(8-A): Efecto inmunosupresor por el complejo de acido nucleico-polisacarido en la MLR en pre-cultivo usando células
CD11c positivas

En esta prueba se comprobd si el complejo dA40(s)-siCD40(27 nt) demuestra una accién inmunosupresora o no.
Preparacion celular

Se recogieron células de bazo de ratones (Balb/c (machos de 9 semanas de edad, 2 ratones) y C57BL/6 (machos de

14



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 684 969 T3

9 semanas de edad, 2 ratones)). Se afiadieron agentes hemolizantes (cloruro de amonio, potasio) para disolver los
eritrocitos (5 ml de agente hemolizante, 5 ml de RPMI). Las células se suspendieron en FBS al 10% (DS Pharma
Biomedical Co. S. A.) + RPMI (5 ml), y las células de bazo respondedoras se trataron con mitomicina C (MMC) (se
afadieron 25 ng de MMC a las 107 células finales).

Purificacion de células CD11c positivas (marcaje magnético)

Las células recogidas de células de bazo se ajustaron para tener 10° células/muestra y se suspendieron en una
soluciéon tampoén (400 pl). Se afiadieron 100 pl de microperlas CD11c, y las células se dejaron reposar en un
refrigerador (2° a 8°C) durante 15 minutos.

Separacion magnética

Se lavdé una columna con una solucién tampén (tampén MACS: EDTA 2 mM, BSA al 0,5% en PBS (1x)
desgasificado después de la preparacion), se vertieron 500 pl de una suspension de células marcadas
magnéticamente con una pipeta y se dejaron fluir. El fluido que habia salido se recogi6 y se us6 como células
CD11c(-).

Procedimiento de adicion del grupo complejo

Las células CD1lc positivas recogidas se dividieron para que fueran 1,0x10° células/condicion. Se afiadieron
siCD40 desnudo y un complejo siCD40/SPG a las mismas énara tener una concentracion final de 100 nM, y las
células se incubaron a 37°C durante 4 horas. Se usaron 5x10” células respondedoras (esplenocitos) y 5x10° células
estimuladoras (una mezcla de 2,5x10" células CD11c positivas y 4,75x10° células CD11c negativas) en la MLR. Las
condiciones de la MLR se muestran en la Tabla 10 a continuacion.

Tabla 10

Condiciones de MLR

Muestra

1 Control MLR alogénica Balbc / C57BL6 CD11c (-/+)

MLR alogénica Balbc / C57BL6 CD11c (-/+) dA40(s)-siCD40 desnudo
10 nM

MLR alogénica Balbc / C57BL6 CD1li1c (-/+) complejo dA40(s)-
siCD40/SPG 10 nM

*C57BL6 CD11c (-/+): La proporcion de células CD11c (-) y células CD11c(+) mezcladas fue CD11c(-) : CD11c(+) =
95:5.

* En la tabla, a menos que se especifique lo contrario, las células de bazo estimuladoras eran tratadas con MMC.

* En la tabla, las células MLR indicadas como (Balbc / C57BL6) indican (cepa de ratén de linfocitos usados como
estimuladores / cepa de ratén de linfocitos usados como respondedores).

* En la tabla, siCD40 tiene secuencias de bases que se muestran en SEQ ID N.°. 7y 8.

Los resultados se muestran la FIG. 2. La FIG. 2 muestra la inhibicion de la recuperacion de la proliferacion mediante
una aloreaccion. No se observo proliferacion celular cuando todas las células de bazo Balb/c y las células CD11c(-)
separadas a partir de C57BL/6 se sometieron a la MLR. Por otro lado, cuando las células de bazo Balb/c y las
células CD11c (-/+) separadas a partir de C57BL/6 se sometieron a la MLR, se activé una reaccion alogénica y se
recuperd una reaccion de proliferaciéon celular. En el caso donde se puso en contacto un complejo con las células
diana CD11c(+), y luego se mezclaron las células de nuevo con células CD11c(-) y se sometieron a la MLR junto
con las células de bazo Balb, se inhibié la recuperacion de la proliferacion celular. Es decir, se demostré que las
células CD11c positivas inducen inmunosupresion en la MLR en pre-cultivo.

(8-B): Dependencia de la dosis de la accion inmunosupresora por el complejo de acido nucleico-polisacarido usando
células CD11c positivas

En este experimento, se verificod si el complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG demuestra una accién inmunosupresora
de una manera dependiente de la dosis. La preparacion de las células se llevé a cabo de la misma manera que
anteriormente en (A) usando ratones (Balb/c (machos de 7 semanas de edad, 2 ratones), C57BL/6 (machos de 7
semanas de edad, 2 ratones)). Ademas, se llevd a cabo la purificacion y separacién magnética de células CD11c
positivas de la misma manera que anteriormente en (A). Las condiciones de la MLR se muestran en la Tabla 11 a
continuacion.
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Tabla 11

Condiciones de la MLR

Muestra

1 MLR alogénica (Balbc / C57BL6)

MLR singénica (C57BL6 / C57BL6)

MLR singénica (Balbc / Balbc)

MLR alogénica (Balbc / C57BL6) CD11c (-/+) dA40(s)-siCD40(21 nt) desnudo 10 nM

MLR alogénica (Balbc / C57BL6) CD11c (-/+) dA40(s)-siCD40(21 nt) desnudo 100 nM

MLR alogénica (Balbc / C57BL6) CD11c (-/+) complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG 10 nM

MLR alogénica (Balbc / C57BL6) CD11c (-/+) complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG 100 nM

| N o g b W N

MLR alogénica (Balbc / C57BL6) CD11c (-/+) complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG 400 nM

* En la tabla, a menos que se especifique lo contrario, las células estimuladoras se trataron con MMC.

* En la tabla, las células MLR estan indicadas como (cepa de ratén de linfocitos usados como estimulador / cepa de
raton de linfocitos usados como respondedor).

Los resultados de la MLR se muestran en la FIG. 3. La FIG. 3 muestra que las células CD11c positivas inducen
inmunosupresion de una manera dependiente de la dosis en la MLR en pre-cultivo.

Ejemplo 9
(9-A) MLR in vitro

En este experimento, se evalué el efecto inhibidor del crecimiento de linfocitos del complejo dA40(s)-siCD40(21
nt)/SPG administrado in vitro. El método de preparacion de células es el siguiente.

Se recogieron células de bazo de ratones (estimuladoras: Balb/c (machos de 7 semanas de edad, 2 ratones) y
respondedoras: C57BL/6 (machos de 7 semanas de edad, 2 ratones)). Se afiadieron agentes hemolizantes (cloruro
de amonio, potasio) para disolver los eritrocitos (3 ml de agente hemolizante, 2 min). Se afiadieron 8 ml de RPMI, y
la mezcla se centrifugd a 300 x g durante 10 minutos. Se eliminé el sobrenadante mediante un aspirador, y se
afadieron 10 ml de RPMI a estas para suspender las células. Se repitieron la centrifugacion y procedimientos
posteriores. Se elimind el sobrenadante mediante un aspirador, después se suspendieron las células en 5 ml de
RPMI/FBS al 10%, y se midio el recuento de células. Las células de bazo del estimulador se trataron con mitomicina
C (MMC) (37°C, 30 min) (se afiadieron 25 pg de MMC a las 10’ células finales). Después del tratamiento con MMC,
se suspendieron las células en 10 ml de RPMI y se centrifugaron a 300 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se
eliminé mediante un aspirador, se le afiadieron 10 ml de RPMI, y se repitieron 4 veces la centrifugaciéon y los
procedimientos posteriores. Se elimino el sobrenadante mediante un aspirador, después se suspendieron las células
en 3 ml de RPMI/FBS al 10%, se midié el recuento de células y se ajustd la concentracion celular para que fuera de
5x10° células/ml. El complejo (o siMOCK) se afadio a las células de bazo (5x106 células para cada condicion) del
respondedor con el fin de tener una concentracion final de 10 nM, y las células se cultivaron durante 4 horas a 37°C.
Después de cultivar, se afiadieron 10 ml de RPMI al fluido celular para suspender las células, y se centrifugaron las
células a 300 x g durante 10 minutos. Se eliminé el sobrenadante mediante un aspirador, se le afiadieron 10 ml de
RPMI, y la centrifugacion y los procedimientos posteriores se repitieron 2 veces. Las células se suspendieron en 1
ml de RPMI/FBS al 10%, se midi6 el recuento de células y se ajusté la concentracion celular para que fuera de 5x10°
células/ml. Se mezclaron en un pocillo 5x10° de las células estimuladoras y 5x10° de las células respondedoras (un
volumen final de 200 pl/pocillo), y se cultivaron las células en un ambiente de 37°C y de CO; al 5% durante 72 horas.
Después de cultivar, se midi6 el crecimiento celular mediante un ensayo que usa quimioluminiscencia por captacion
de BrdU (ELISA de Proliferacién Celular, BrdU) (Roche Applied Science).

Ademas, se llevo a cabo una MLR in vitro en la que las células de bazo estimuladoras se trataron con un siRNA. Se
llevd a cabo el procedimiento descrito anteriormente excepto que el tratamiento con siRNA se llevé a cabo después
del tratamiento con MMC de células estimuladoras y que las células respondedoras después del recuento celular se
almacenaron bajo refrigeracion sin tratarse hasta el comienzo de la MLR. Las condiciones de la MLR se muestran en
la Tabla 12.
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Tabla 12

Condiciones de la MLR (caso donde la muestra se agrega a células de bazo respondedoras)

Muestra
1 MLR singénica (C57BL6 / C57BL6)
2 MLR alogénica (Balbc / C57BL6)
3 MLR alogénica (Balbc / C57BL6) complejo dA40(s)-siCD40/SPG 10 nM
4 MLR alogénica (Balbc / C57BL6) siMOCK (PBS)

Condiciones de la MLR (caso donde la muestra se agrega a células de bazo estimuladoras)

Muestra

1 MLR singénica (C57BL6 / C57BL6)

MLR alogénica (Balbc / C57BL6)

MLR alogénica (Balbc / C57BL6) complejo dA40(s)-siCD40/SPG 10 nM

MLR alogénica (Balbc / C57BL6) siMOCK (PBS)

MLR alogénica (Balbc / C57BL6) SPG solo (equivalente a siRNA 10 nM de complejo)

o g A~ W N

MLR alogénica (Balbc / C57BL6) dA40(s)-siCD40 desnudo 10 nM

Se confirmd a partir de los resultados que en la MLR de células respondedoras tratadas con el complejo dA40(s)-
siCD40/SPG, el crecimiento celular era de aproximadamente el 60% del crecimiento celular con el control siMock, y
la MLR de células estimuladoras tratadas con el complejo dA40(s)-siCD40/SPG, el crecimiento celular era de
aproximadamente el 50% del crecimiento celular con el control siMock. Es decir, se confirmdé que,
independientemente de las células de bazo estimuladoras o las células de bazo respondedoras, la adicion del
complejo dA40(s)-siCD40/SPG inhibe la respuesta de MLR alogénica a nivel de la respuesta de MLR singénica. Esta
claro a partir de estos hechos que el complejo dA40(s)-siCD40/SPG inhibe significativamente la activacion de
linfocitos.

(9-B) MLR ex vivo

En este experimento, se examind el comportamiento de siRNA en un cuerpo vivo administrando un complejo
dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG en ratones respondedores mediante una inyeccién (i.v.) en la vena caudal, recogiendo
células de bazo después de un tiempo de 4 horas, y llevando a cabo la MLR con células de bazo estimuladoras de
raton. El método de preparacion de células es el siguiente.

Se recogieron células de bazo de ratones (estimuladoras: Balb/c (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones) y
respondedoras: C57BL/6 (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones)). Se inyecté un complejo siRNA/SPG por via
intravenosa en los ratones respondedores 4 horas antes de recoger las células del bazo. Se afiadieron agentes
hemolizantes (cloruro de amonio, potasio) para disolver los eritrocitos (5 ml de agente hemolizante, 5 ml de RPMI).
Las células se suspendieron en 5 ml de FBS al 10% (DS Pharma Biomedical Co. S.A.) + RPMI (4x10°
células/pocillo;, y las células de bazo estimuladoras se trataron con mitomicina C (MMC) (se afadieron 25 pg de
MMC a las 10’ células finales). Las condiciones de la MLR se muestran en la Tabla 13 a continuacion.
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Tabla 13

Condiciones de la MLR

Muestra

Medio
MLR alogénica Balbc (MMC) / B6 (PBS)

MLR alogénica Balbc (MMC) / B6 (20 ug de SPGi.v.)

A W N P

MLR alogénica Balbc (MMC) / B6 (20 pg de dA40(s)-siCD40(21 nt) desnudo i.v.)

(&)]

MLR alogénica Balbc (MMC) / B6 (20 ug de complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG i.v.)
6 MLR singénica B6 (PBSi.v.)/ B6 (PBSi.v.)

Los resultados se muestran en la FIG. 4. En la FIG. 4, el valor (actividad de esplenocitos) obtenido restando el valor
numérico de la reaccion sinérgica del valor numérico de la reaccion alogénica de un control (valor obtenido restando
el recuento de células de la muestra 2 del recuento de células de la muestra 6) se representa como el 100%, y se
muestra cuanto se inhibe la reaccion proliferativa de linfocitos que se obtiene de la reaccion alogénica por la
administracion del complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG. Estd claro a partir de los resultados que el complejo
dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG inhibe significativamente la activacion de linfocitos mediante la administracién a un
Cuerpo Vvivo.

Ejemplo 10: Captacion celular especifica para células que expresan Dectina-1

En este experimento, se evalud la captacién especifica de un complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con
Alexa 647 dentro de células que expresan Dectina-1. El método de prueba es el siguiente.

Se recubri6é con colageno Tipo I-P una camara de 4 pocillos. A continuacién, se afiadieron 500 ul de células HEK
293 Ty células dHEK en una concentracion de 1x10° células/ml, y se cultivaron durante toda la noche (37°C, CO; al
5%). Luego, se reemplazé el medio de cultivo para agregar un medio de cultivo que contenia un complejo dA40(s)-
siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa 647 a 10 nM o 100 nM, y las células se incubaron durante 2 a 8 horas a 37°C
en CO; al 5%. A continuacidn, las células se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con formaldehido equilibrado al
10%. Las células fijadas se observaron bajo un microscopio confocal laser (sistema Carl Zeiss LSM710 NLO), y se
midié la intensidad de fluorescencia de Alexa 647 exhibida por las células mediante citometria de flujo. Ademas, el
nivel de Dectina-1 expresado en la superficie de las células fijadas se midi6 mediante citometria de flujo usando un
anticuerpo marcado con FITC.

Obsérvese que las células HEK 293 T usadas en este experimento son células epiteliales de rifion embrionario
humano que no expresan Dectina-1, y las células dHEK son células HEK 293 T que se han transformado para
expresar Dectina-1.

Los resultados obtenidos se muestran en las FIGS. 5y 6. La FIG. 5 muestra imagenes de células tratadas con el
complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa 647, la FIG. 6A muestra los resultados de medir la
intensidad de fluorescencia de Alexa 647 de las células tratadas con el dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con
Alexa 647, y la FIG. 6B muestra los resultados de medir la intensidad de fluorescencia de FITC de las células
tratadas con el dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa 647. A partir de los resultados queda claro que la
captacion del complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa 647 se confirma solo en las células dHEK que
expresan Dectina-1, y el complejo de acido nucleico-polisacarido de la presente invencidon es captado por
endocitosis en células con expresién de Dectina-1. También, estd claro que el nivel de Dectina-1 expresado en
células dHEK disminuye a medida que se absorbe el complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG, y por lo tanto la Dectina-1
se absorbe dentro de las células junto con el complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG.

Ejemplo 11
(11-A)

En este experimento, se examind el comportamiento de siRNA en un cuerpo vivo administrando un complejo
dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG en ratones respondedores mediante una inyeccion (i.v.) en vena caudal, recolectando
las células de bazo después de un periodo de 4 horas, y llevando a cabo una MLR con células de bazo de raton
estimuladoras. El método de preparacién de células es el siguiente.

Se recogieron células de bazo de ratones (estimuladoras: Balb/c (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones) y
respondedoras: C57BL/6 (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones)). Se inyecté un complejo siRNA/SPG por via
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intravenosa en los ratones respondedores 4 horas antes de recoger las células del bazo. Se afadieron agentes
hemolizantes (cloruro de amonio, potasio) para disolver los eritrocitos (5 ml de agente hemolizante, 5 ml de RPMI).
Las células se suspendieron en 5 ml de FBS al 10% (DS Pharma Biomedical Co. S.A) + RPMI (4x105
células/pocillo;, y las células de bazo estimuladoras se trataron con mitomicina C (MMC) (se afiadieron 25 pg de
MMC a las 10’ células finales). Las condiciones de la MLR se muestran en la Tabla 14 a continuacion.

Tabla 14

Condiciones de la MLR

Muestra

Medio

MLR alogénica Balbc (MMC) / B6 (PBS)

MLR alogénica Balbc (MMC) / B6 (20 ug de complejo dA40(s)/SPG i.v.)

MLR alogénica Balbc (MMC) / B6 (20 ug de complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG i.v.)

MLR alogénica Balbc (MMC) / B6 (20 ug de complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG i.v.)

o g A~ W NP

MLR singénica B6 (PBSi.v.)/ B6 (PBSi.v.)

Los resultados obtenidos se muestran en la FIG. 7. En la FIG. 7, el valor (actividad de esplenocitos) obtenido
restando el valor numérico de la reaccion sinérgica del valor numérico de la reaccién alogénica de un control (valor
obtenido restando el recuento de células de la muestra 2 del recuento de células de la muestra 6) se representa
como el 100%, y se muestra cuanto se inhibe la reaccion proliferativa de linfocitos resultante de la reaccion
alogénica mediante la administracion del complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG. Esta claro a partir de los resultados
que el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG inhibe significativamente la activacion de linfocitos mediante la
administracion in vivo.

(11-B)

En este experimento, se examind el comportamiento de siRNA en un cuerpo vivo administrando un complejo
dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG en ratones respondedores y en ratones estimuladores mediante una inyeccion (i.v.) en
vena caudal, recolectando las células de bazo después de un periodo de 12 horas, y llevando a cabo una MLR con
células de bazo estimuladoras de raton. El método de preparacion de células es el siguiente.

Se recogieron células de bazo de ratones (estimuladoras: Balb/c (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones) y
respondedoras: C57BL/6 (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones)). Se inyecté un complejo siRNA/SPG por via
intravenosa en los ratones estimuladores y loa ratones respondedores 12 horas antes de recoger las células del
bazo. Se afiadieron agentes hemolizantes (cloruro de amonio, potasio) para disolver los eritrocitos (5 ml de agente
hemolizante, 5 ml de RPMI). Las células se resuspendieron en 5 ml de FBS al 10% (DS Pharma Biomedical Co.
S.A.) + RPMI (4x10° células/pocillo), y las células de bazo estimuladoras se trataron con mitomicina C (MMC) (se
afiadieron 25 pg de MMC a las 10" células finales). Las condiciones de la MLR se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15

Condiciones de la MLR

Muestra

1 Medio

2 MLR alogénica Balbc (MMC) / B6 (PBS)

3 MLR alogénica Balbc (MMC) / B6 (20 ug de complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG i.v.)

4 MLR _eEIogénica Balbc (MMC) / B6 (20 ng de dA40(s)-siCD40(21 nt) y SPG presente separadamente en
solucion i.v.)

5 MLR alogénica Balbc (MMC) / B6 (20 ug de complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG i.v.)

6 MLR singénica B6 (PBSi.v.)/ B6 (PBSi.v.)
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Los resultados obtenidos se muestran en la FIG. 8. En la FIG. 8, el valor (actividad de esplenocitos) obtenido
restando el valor numérico de la reaccion sinérgica del valor numérico de la reaccién alogénica de un control (valor
obtenido restando el recuento de células de la muestra 2 del recuento de células de la muestra 6) se representa
como el 100%, y se muestra cuanto se inhibe la reaccion proliferativa de linfocitos resultante de la reaccion
alogénica mediante la administracion del complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG. También se confirmé a partir de los
resultados que, como los resultados anteriores de (9-A), el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG inhibe
significativamente la activacion de linfocitos mediante la administracién in vivo.

Ejemplo 12

Se recolectaron células de bazo de ratones Balb/c. Las células se sembraron en una placa de 24 pocillos en una
cantidad de 5x10° células/pocillo, y se afiadié un medio de cultivo RPMI que contenia 10% en volumen de FBS para
alcanzar 1 ml/pocillo. Se afiadi6 a la placa un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG (300 ng/pocillo desde el punto
de vista de siRNA) que us6 SPG con modificacién de la cadena lateral por biotina o una muestra control que
contiene PBS como siMock, y se cultivo en un incubador de CO, (37°C) durante toda la noche. Se eliminé el medio
de cultivo por succién, luego se resuspendieron las células en Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) que contiene NaCl 100 mM y
EDTA 1 mM y se rompieron durante 15 segundos mediante un sonicador, se afiadieron 50 ml particulas magnéticas
marcadas con estreptavidina (Roche Applied Science, N° cat. 11641778001), y se llevé a cabo una reaccion a
temperatura ambiente durante 15 minutos mientras se agitaba. Se llevd a cabo la centrifugacion para recoger un
precipitado, el precipitado resultante se resuspendié en 100 ul de tampo6n dodecil sulfato sédico (SDS), se someti6 a
electroforesis de poliacrilamida-SDS, y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. A continuacion, se llevé a
cabo la deteccion de TRBP2 con un anticuerpo anti-TRBP2 de ratén y un anticuerpo anti-lgG de ratén unido a
peroxidasa.

Como resultado, se encontrdé que dA4(s)-siCD40(21 nt) que estd en forma de un complejo con SPG est4 en una
forma compleja con TRBP2.

Ejemplo 13

Se estudié el efecto de un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG en aloinjerto cardiaco usando modelo de ratén de
trasplante cardiaco heterotdpico.

Mas especificamente, se administr6 un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a través de la vena de la cola a
ratones donantes (C57/BL10, macho) y ratones receptores (CBA, macho) a una dosis de 2 pug/cabeza. Los
esquemas de dosificacion son los siguientes. Se administré una dosis de 2 ug/cabeza al mismo tiempo al donante 3
dias antes (en el dia -3) y 1 dia después (en el dia -1) de la extirpacién cardiaca, y se administré una dosis de 2
ug/cabeza al mismo tiempo al ratén receptor 3 dias antes (en el dia -3) y 1 dia antes (en el dia -1) del trasplante de
la misma manera. En el dia 0, se extirpé el corazon del raton donante, y se trasplantd el corazén quirdrgicamente de
manera heterotopica en el ratdn receptor. Después del trasplante, se administré cada dosis de 2 ug/cabeza de un
complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG al mismo tiempo adicionalmente a través de la vena de la cola del ratén
receptor 1 dia (dia 1), 3 dias (dia 3), 5 dias (dia 5), y 7 dias (dia 7) después del trasplante cardiaco. Después de la
finalizacion de la administracion, se observo el latido cardiaco del corazén trasplantado del ratén receptor a lo largo
del tiempo. Ademds, como una comparacion, se realizaron de la misma manera que anteriormente una prueba
donde se administré un complejo dA40(s)-siGAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa)(21 nt)/SPG en lugar
del complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG en la misma cantidad y una prueba donde no se administré el complejo
dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG.

Los resultados obtenidos se muestran en la FIG. 9. En la FIG. 9, “complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG” indica un
complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG, y “complejo siGAPDH/SPG” indica un complejo dA40(s)-siGAPDH(21
nt)/SPG. Como se puede ver en la FIG. 9, cuando se administré un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG, el latido
del corazon trasplantado fue normal durante un largo periodo de tiempo en todos los ratones receptores después del
trasplante, y se confirmé la supervivencia de todos los ratones receptores incluso a los 90 dias después del
trasplante. Por otro lado, cuando se administrd el complejo dA40(s)-siGAPDH(21 nt)/SPG o no se administré nada,
la tasa de supervivencia de los ratones receptores fue del 0% en el dia 10 después del trasplante.

Ademas, se observo el latido del corazén trasplantado cuando se administrd el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG
solo a ratones donantes (C57/BL10, machos) a una dosis de 2 ug/cabeza, o sélo se administré a los ratones
receptores (CBA, machos) a una dosis de 2 pug/cabeza. Como resultado, se observd el latido del corazon
trasplantado durante un largo periodo de tiempo incluso en el caso donde solo los ratones donantes o solo los
ratones receptores recibieron la administracion.

A partir de estos resultados, se cree que el dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG se introdujo eficazmente en células
presentadoras de antigeno para suprimir la expresién de CD40 de modo que se suprimi6 la activacion de las células
T especificas de antigeno.
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Ejemplo 14

Se usaron ratones modelo de trasplante cardiaco ectépico y se examind un efecto de inmunotolerancia de un
complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG mediante transferencia adoptiva.

Especificamente, se administraron 2 pg/cabeza de un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a un primer raton
Donante (C57BL/10, macho) y a un primer raton receptor (CBA/N, macho) a través de la vena de la cola. El régimen
de administracion es el siguiente. Para primer raton Donante, se administr6é el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG
a 2 ugl/cabeza por dosis 3 dias (dia -3) y 1 dia (dia -1) antes del aislamiento del corazén, y para el primer raton
Receptor, se administr6 el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a 2 ug/cabeza por dosis 3 dias (dia -3) y 1 dia (dia -
1) antes del trasplante de la misma manera que se describe anteriormente. En el dia 0, se aisl6 el corazén a partir
del primer ratén Donante y el corazon aislado se trasplantd quirdrgicamente en el sitio ectopico en el primer ratén
Receptor. Después del trasplante, al primer ratdn Receptor, se administré el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a
través de la vena de la cola a 2 pg/cabeza por dosis 1 dia (dia 1), 3 dias (dia 3), 5 dias (dia 5), y 7 dias (dia 7)
después del trasplante cardiaco. Al final de la administracion, en el primer ratén Receptor, se observaron los latidos
del corazoén trasplantado a lo largo del tiempo. Luego, se aislaron células del bazo del primer ratén Receptor en el
momento en que los dias que el corazon trasplantado estaba latiendo llegaron a 30 dias, y a un segundo raton
Receptor (CBA/N, macho), que recibe 5x10° células a través de la vena de la cola, se administraron las células de
bazo aisladas, seguido del aislamiento del corazén a partir de un segundo ratén Donante (C57BL/10, macho), y el
corazon aislado se trasplanté quirargicamente en un sitio ectépico en el segundo raton Receptor (grupo Dia 30 A. T.
(B10 a CBA). Al final del trasplante cardiaco ectépico, se observaron los latidos del corazén trasplantado en un
segundo ratén Receptor a lo largo del tiempo.

Como grupos comparativos, cada grupo en el caso donde se llevd a cabo el trasplante cardiaco ectopico bajo las
mismas condiciones que las condiciones descritas anteriormente, excepto que se usé Balb/c (macho) como un
primer raton Receptor (grupo Dia 30 A. T. (Balb/c a CBA)); en el caso donde se llevd a cabo el trasplante cardiaco
ectopico bajo las mismas condiciones que las condiciones descritas anteriormente excepto que las células de bazo
se aislaron del primer raton Receptor en el momento en que los dias en que latia el corazén trasplantado del primer
raton Receptor llegaron a 100 dias (grupo Dia 100 A. T. (B10 a CBA)); y en el caso donde se llevo a cabo el
trasplante cardiaco ectdpico bajo las mismas condiciones que las anteriormente descritas excepto que el complejo
dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG no se administr6 al primer raton Receptor y el primer raton Donante (grupo Virgen A.T.
(B10 a CBA)) se examind de la misma manera que se describi6 anteriormente.

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 10. Como se indica claramente en la Fig. 10, en el caso donde se
administré un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG, el porcentaje en que el corazoén trasplantado del segundo raton
Receptor estuvo latiendo con normalidad durante un largo periodo fue drasticamente alto, por lo tanto el segundo
raton Receptor mantuvo la tasa de supervivencia del 90% incluso a 50 dias después del trasplante. Por otro lado, en
el grupo Dia 30 A. T. (Balb/c a CBA), en el grupo Dia 100 A. T. (B10 a CBA) y el grupo Virgen A. T. (B10 a CBA), el
corazon trasplantado del segundo raton Receptor normalmente no latia a los 20 dias después del trasplante, de
modo que el segundo ratén receptor tenia la tasa de supervivencia del 0% a los 30 dias después del trasplante en
todos estos grupos.

Esté claro a partir de los resultados que un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG tiene una alta capacidad de inducir
tolerancia inmune especifica de donante.

Ejemplo 15

Se examind un efecto de tolerancia inmune de un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG mediante MLR.
Especificamente, la MLR se llevo a cabo de acuerdo con el siguiente método.

Preparacioén de células del Receptor (Respondedoras)

Se recogieron células de bazo de un ratén (CBA, macho) y se seleccionaron células T a partir de las células
recogidas usando una columna de enriquecimiento de células T (fibra de nylon) para preparar células Receptoras.

Preparacion de células del Donante (Estimuladoras)

Se recogieron células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDC) de un ratén (C57BL/10, macho), y las células
recogidas se expusieron a radiacién de 20 Gy para preparar células estimuladoras.

Mientras tanto, se recogieron células de bazo de un raton (CBA, macho) y luego se separaron las células dendriticas
CD11c(+) de las células de bazo obtenidas para preparar células estimuladoras.

Preparacién de células Reguladoras

Se administraron a un ratén Donante (C57BL/10, macho) y a un raton Receptor (CBA, macho) 2 ug/cabeza de un
complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a través de la vena de la cola. El régimen de administracion es el siguiente. El
complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG se le administro al ratébn Donante a 2 pg/cabeza por dosis 3 dias (dia -3) y 1
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dia (dia -1) antes del aislamiento del corazén, y al raton Receptor se le administré el complejo dA40(s)-siCD40(21
nt)/SPG a 2 pg/cabeza por dosis 3 dias (dia -3) y 1 dia (dia -1) antes del trasplante de la misma manera como se
describié anteriormente. En el dia 0, se aislo el corazén a partir del raton Donante y el corazén aislado se trasplantd
quirargicamente en el sitio ectopico en el ratdon Receptor. Después del trasplante, al raton Receptor, se le administré
el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a través de la vena de la cola a 2 pg/cabeza por dosis 1 dia (dia 1), 3 dias
(dia 3), 5 dias (dia 5), y 7 dias (dia 7) después del trasplante cardiaco. Al final de la administracién, en el raton
Receptor, se observaron los latidos del corazédn trasplantado a lo largo del tiempo. Luego, se aislaron células del
bazo del ratén Receptor en el momento en que los dias que el corazon trasplantado latia llegaron a 30 dias. Cada
una de las células T CD4(+)CD25(-), células T CD11c(-) (macréfago), células T CD4(+)CD25(+) (Treg, célula T
reguladora) y células dendriticas CD11c(+) derivadas de CBA tratado con trasplante cardiaco ectépico se aislaron a
partir de células de bazo recogidas mediante un clasificador de células para preparar células Reguladoras.

Mientras tanto, se recogieron las células de bazo de un ratén (CBA, macho) que no recibié un complejo dA40(s)-
siCD40(21 nt)/SPG y que no se traté mediante trasplante cardiaco ectdpico. Posteriormente, se separaron las
células dendriticas CD11c(+) de CBA Virgen a partir de las células de bazo obtenidas para preparar células
Estimuladoras.

Condiciones de la MLR

Se mezclaron células estimuladoras, células reguladoras y células respondedoras en un pocillo que contenia
RPMI/FBS al 10% y se cultivd la mezcla a 37°C en un entorno de CO; al 5%. Después del cultivo, se midi6 la
proliferacion de las células respondedoras mediante un ensayo que usa quimioluminiscencia mediante captacion de
BrdU (ELISA de Proliferaciéon Celular, BrdU) (Roche Applied Science). Las condiciones de la MLR se muestran en la
Tabla 16.

Tabla 16
Células Células Células Reguladoras
Respondedoras Estimuladoras
Condicién 1 [Células T derivadas
de CBA
Condicién 2 [Células T derivadas |[BMDC derivadas de
de CBA C57BL/10
Condicién 3 [Células T derivadas | Células dendriticas
de CBA CD11c(+) derivadas
de CBA
Condicidon 4 |Células T derivadas |BMDC derivadas de |[Células T CD4(+)CD25(-) derivadas de CBA tratado con
de CBA C57BL/10 trasplante cardiac ectopico
Condicién 5 |[Células T derivadas |[BMDC derivadas de |Células T CD11c(-) derivadas de CBA tratado con
de CBA C57BL/10 trasplante cardiac ectopico
Condicién 6 |Células T derivadas | BMDC derivadas de |Células T CD4(+)CD25(+) derivadas de CBA tratado con
de CBA C57BL/10 trasplante cardiac ectopico
Condicién 7 [Células T derivadas [BMDC derivadas de [Células dendriticas CD11c(+) derivadas de CBA Virgen
de CBA C57BL/10
Condicién 8 [Células T derivadas [BMDC derivadas de [Células T CD11c(+) derivadas de CBA tratado con
de CBA C57BL/10 trasplante cardiac ectopico

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 11. Se encuentra a partir de los resultados que en el caso donde se
usaron células dendriticas CD11c(+) derivadas de CBA Virgen como células Reguladoras, las células Receptoras se
incrementaron enormemente. Por el contrario, en el caso donde se usaron como células Reguladoras células T y
células dendriticas derivadas de CBA que recibieron un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG y se tratdé con un
trasplante cardiaco ectopico, se inhibié el aumento de células Receptoras. Especialmente en el caso donde se
usaron células T CD4(+)CD25(+) y células dendriticas CD11c(+) derivadas de CBA tratado con trasplante cardiaco
ectopico, el aumento de células Receptoras se inhibio significativamente.

De los resultados de la MLR se deduce que el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG tiene un alto efecto de
tolerancia inmune especifica de donante.

Obsérvese que las secuencias de nucleétidos de siLuc y siCD40 usadas en los Ejemplos 1 a 15 son como se
muestran en la Tabla 17 a continuacion.
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Tabla 17

secuencia (5'—3') de |Sentido GGC CUU UCA CUA CUC CUA CGA SEQIDN. 1
situc (21 nt) Antisentido |GUA GGA GUA GUG AAA GGC CAG SEQID N.22
secuencia (5'—3') de |Sentido CUG GCC UUU CAC UAC UCC UAC GAG CAC SEQIDN.°3
sikuc (27 ) Antisentido |GUG CUC GUA GGA GUA GUG AAA GGC CAG SEQ ID N.° 4
secuencia (5'—3') de |Sentido GGA GGG CAC CGC AGAAUC AUU SEQIDN.°5
SICD40 (21 nt) Antisentido |UGA UUC UGC GGU GCC CUC CUU SEQIDN.6
secuencia (5'—3') de |Sentido AAG GAG GGC ACC GCA GAA UCA GAC ACU SEQIDN.27
SICD40 (27 nt) Antisentido |AGU GUC UGA UUC UGC GGU GCC CUC CUU SEQIDN.°8

Listado de secuencias

<110> NapalJen Pharma, Inc.

<120> Agente para la mejora del injerto inmunoldgico

<130> PCT0023P

<150> PCT/JP2011/68265

<151>2011-08-10

<150> PCT/JP2012/53583

<151> 2012-02-15
<160> 12

<170> Patentln version 3.1

<210>1
<211>21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>

<223> Cadena sentido de siLuc(21nt)

<400> 1

ggccuuucac uacuccuacg a

<210>2
<211>21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>

21

<223> Cadena antisentido de siLuc(21nt)

<400> 2

guaggaguag ugaaaggcca g

<210>3
<211> 27
<212> ARN
<213> Artificial

<220>

21

<223> Cadena sentido de siLuc(27nt)

<400> 3

cuggccuuuc acuacuccua cgagcac

<210> 4
<211> 27

27

23




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 684 969 T3

<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena antisentido de siLuc(27nt)

<400> 4
gugcucguag gaguagugaa aggccag 27

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

<220>
<223> Cadena sentido de siCD40(21nt)

<400> 5
ggagggcacc gcagaaucau u 21

<210>6
<211>21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena antisentido de siCD40(21nt)

<400> 6
ugauucugcg gugcccuccu u 21

<210>7
<211> 27
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena sentido de siCD40(27nt)

<400> 7
aaggagggca ccgcagaauc agacacu 27

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

<220>
<223> Cadena antisentido de siCD40(27nt)

<400> 8
agugucugau ucugcgguge ccuccuu 27

<210>9
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para CD40 de ratén

<400>9
caaggattgc gaggcatgtg 20

<210> 10
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> Cebador inverso para CD40 de raton

<400> 10
tgacagacgg tatcagtggt ctcag 25

<210>11
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para beta-actina de raton

<400> 11
tggcacccag cacaatgaa 19

<210> 12
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para beta-actina de raton

<400> 12
ctaagtcata gtccgcctag aagca 25
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REIVINDICACIONES

1. Un agente que contiene un complejo de &cido nucleico-polisacarido de un siRNA para un factor
coestimulador y esquizofilano para usar en terapia de trasplante de una célula, tejido u érgano que induce tolerancia
inmunologica especifica de donante.

2. El agente para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde se afiade polidesoxiadenina a al menos
un extremo de una cadena sentido y una cadena antisentido del siRNA.

3. El agente para usar de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde al menos una porcion de los enlaces
fosfodiéster de la polidesoxiadenina han reaccionado con fosforotioato.

4. El agente para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la célula, tejido u
6rgano donante es una célula derivada de médula 6sea.

5. El agente para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el factor
coestimulador es el expresado en la célula que expresa Dectina-1.

6. El agente para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el factor
coestimulador es al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en CD40, B7.1y B7.2.

7. El agente para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el factor
coestimulador es CD40.

8. El agente para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la terapia de
trasplante es trasplante de rifion, trasplante de corazon, trasplante de pulmdn, trasplante de médula 6sea, trasplante
de piel, o trasplante de coérnea.
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Fig.5
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Fig.6
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Fig.7
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