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DESCRIPCION
Tratamiento contra el VHB
Campo de la invencion

[0001] Esta invencion esta dirigida a un agente de interferencia de ARN (RNAI) y el uso de ese agente ARNi para
tratar la infeccién de hepatitis B en los individuos, asi como composiciones farmacéuticas que contienen los agentes
ARNi de la invencion.

Antecedentes de la invencion

[0002] La hepatitis es un término general que significa 'inflamacion del higado' y tiene un numero de causas. Las
causas virales son entre las mas comunes, y pueden ser causadas por le virus de la hepatitis A, B, C, D o E. El virus
de la hepatitis B (HBV) en particular, es una enfermedad infecciosa grave y frecuente del higado, que afecta a
millones de personas en todo el mundo.

[0003] HBV es un virus de ADN hepatotropo perteneciente a la Hepadnaviridae. La longitud completa del genoma
viral es de aproximadamente 3,2 kb, y tiene cuatro marcos de lectura abierta (ORFs), incluyendo el antigeno de
superficie (el "gen S"), antigeno de nucleo (el "gen C"), ADN polimerasa (la "P gen") y un gen de funcién
indeterminada refieren como el "gen X".

[0004] Mas de 2.000 millones de personas vivas hoy en dia han sido infectadas por el VHB en algin momento de
sus vidas y de éstos aproximadamente 350 millones permanecen crénicamente infectada y se convierten en
portadores del virus. la infeccién por VHB puede causar aguda y crénica de tipo B de la hepatitis, y eventualmente
puede conducir al desarrollo de insuficiencia hepatica cronica, cirrosis y carcinoma hepatocelular. Ademas, los
portadores del VHB pueden transmitir la enfermedad durante muchos afos.

[0005] VHB se transmite por contacto percutanea o parenteral con fluidos corporales infectados o sangre. La via
mas comun de infeccion es a través de la transmision vertical de madre a su bebé, y en los adultos a través de las
relaciones sexuales o agujas intravenosas compartidas o equipos perforacion de las orejas. Muchos casos de
infeccion por VHB aguda se producen sin embargo, sin una via de infeccion trazable.

[0006] Las personas con infeccion crénica por VHB ("portadores" - en todo el mundo alrededor de 350-400 millones
de personas) tienen un riesgo mayor a 12-300x de desarrollar carcinoma hepatocelular que los no portadores del
VHB y en el mundo causa del 60-80% de los canceres de higado primarios del mundo. Cada afio alrededor del 25%
de los mas de 4 millones de casos clinicos agudos (es decir, 1 millon de personas en todo el mundo) mueren de
hepatitis cronica activa, cirrosis o cancer de higado inducido por HBV. Como consecuencia, el VHB ocupa el
segundo lugar, después del tabaco como un carcinégeno humano conocido. Aunque las vacunas contra el VHB han
sido ampliamente utilizadas desde hace varias décadas, la tasa de prevalencia de VHB en la poblacion sigue siendo
alta. Las terapias actuales para la infeccién crénica por VHB sélo tienen efectos inhibitorios limitados sobre la
expresion génica y la replicacion viral en la mayoria de los pacientes con infeccién crénica. Lamivudine por ejemplo
suprime la replicacion del VHB en los portadores, pero el efecto es reversible si se detiene la terapia. Por otra parte,
una limitacion importante de tratamiento con lamivudina crénica es el desarrollo de resistencia viral, que tipicamente
se desarrolla después de 6 meses de tratamiento. La resistencia se asocia generalmente con mutaciones en la
region catalitica altamente conservada del gen de la polimerasa del VHB.

[0007] Por estas razones, sigue habiendo una necesidad de un nuevo agente terapéutico para tratar la infecciéon por
VHB. Esta invencion es dirigida a un agente de interferencia de ARN (RNAI) y el uso de ese agente ARNi para tratar
la infeccion por hepatitis B en los individuos.

[0008] La via de RNAI es iniciada por la enzima Dicer, que escinde ARN de doble cadena (dsRNA) moléculas en
fragmentos cortos (comunmente conocidos como siRNAs) de -20-25 nucledtidos. Una de las dos cadenas de cada
fragmento, conocida como el hebra guia o hebra activo, se incorpora entonces en el complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC) a través de la unién a un miembro de la familia de proteinas Argonaute. Después de la
integracion en el RISC, la guia de hebra pares de bases con su ARNm diana y se cree que se inhibe una diana
mediante la inhibicion de la traduccion (al frenar la maquinaria de traduccioén) y/o se induce la escision del ARNm,
evitando de ese modo que sea utilizado como una plantilla traduccion.

[0009] Mientras que los fragmentos producidos por Dicer son de doble cadena, sélo la hebra guia, dirige el
silenciamiento de genes. La otra hebra anti-guia denominada mas cominmente como una hebra de pasajeros,
cuerda de soporte o hebra * se degrada con frecuencia durante la activacion RISC (Gregory R, Chendrimada T,
Cooch N, Shiekhattar R (2005). "parejas RISC humano microRNA biogénesis y silenciamiento génico
postranscripcional” célula 123 (4):.. 631-40) montaje RISC se cree que esta regulado por una enzima que selecciona
qué cadena de un producto dsRNA de Dicer se carga en RISC. Esta cadena es generalmente una cuyo extremo 5'
esta menos estrechamente emparejado con su complemento, y también parece ser un claro sesgo de A, y en menor
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medida U, en la posicion 5' para facilitar la unién a algunas proteinas Argonaute (Schwarz DS, Hutvagner g, Du T,
Xu Z, Aronin N, Zamore PD (2003). "Asimetria en el ensamblaje del complejo de enzima RNAI". Cell 115 (2): Frank
F, Sonenberg N, Nagar (2010) "base estructural para el reconocimiento especifico de base 5’ de nucledtidos de RNA
guia por AGO2 humano". Nature. 465 (7299): 818-22).

[0010] La inhibicién de la replicacion del HBV y la expresion de genes se ha demostrado, el uso de vectores de AAV
para entregar simultaneamente dos o tres ARN de horquilla corta dirigidos a diferentes genes relacionados con el
VHB, especificamente los genes S y X de VHB (Zhi Li, Ming-Liang El, Hong Yao, Qing Ming-Dong, Yang Chao-
Chen, Chu-Yan Chan, Bo-Jian Zheng, Kwok-Yung Yuen, Ying Peng, Qiang Sol, Xiao Yang, Marie C Lin, Joseph
Sung JY, Hsiang-Kung Fu (2009). "Inhibicion de la replicacion del VHB en

vitro e in vivo con expresado ARN largo horquilla" Reports BMB 42 (1):. 59-64) La inhibicion especifica de la
replicacion del VHB también se ha demostrado con ARN de horquilla largas expresadas que se dirigen a la fase de
lectura abierta HBx conservada de HBV (Weinberg, MS, Ely, A., Barichievy, S., Crowther, C., Mufamadi, S.,
Carmona, S., Arbuthnot, P. (2007) Molecular Terapia 15:534-541).

[0011] La referencia a cualquier técnica anterior en la memoria descriptiva no es, y no debe ser entendida como un
reconocimiento o cualquier forma de sugerencia de que esta técnica anterior forma parte del conocimiento general
comun en Australia o cualquier otra jurisdiccion o que esta técnica se podria esperar razonablemente sea fijada,
entendida y considerada como relevante por una persona experta en la técnica.

Resumen de la invencion

[0012] Se ha descubierto por los inventores actuales que las secuencias Unicas dentro del genoma del virus de la
hepatitis B (HBV) pueden ser dirigidas a inhibir el virus. Al dirigirse a regiones especificas de uno o mas genes, la
expresion de aquellos genes se inhibe, efectivamente "silenciando” el gen. Esto presenta una nueva oportunidad
para dirigir la expresion del HBV en las células para tratar la infeccion por HBV.

[0013] Un agente de interferencia de ARN dirigida por ADN (ddRNAI) (siendo una molécula de ARN), y un casete o
constructo de expresion para expresar el agente en una célula (incluyendo en vivo), para inhibir la expresion de al
menos un virus del gen de hepatitis B (HBV), donde el agente comprende una secuencia de efector (que se describe
mas adelante) de al menos 17 nucledtidos de longitud complementaria a o sustancialmente (es decir, al menos 85%)
complementaria a una secuencia predicha transcrita a partir de una regién diana, la regién diana se selecciona del
grupo que consiste en cualquiera de los 10 o mas nucleétidos contiguos dentro de una secuencia de una cualquiera
de SEQ ID NOS 1-19. En una realizacion alternativa, la region diana es una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en cualquiera de los 10 o0 mas nucledétidos contiguos dentro de una secuencia de una cualquiera de SEQ ID
NOS: 20-27. En el agente ddRNAi de la invencion, al menos una secuencia efectora comprende cualesquiera 10 o
mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

[0014] La secuencia efectora esta dirigida a una region diana de una secuencia de ARN diana, donde la secuencia
diana es una transcripcion de un gen diana. Por lo tanto la secuencia efectora es 'dirigida a' una regién diana por ser
suficientemente complementaria en secuencia para una transcripcion de un gen diana que contiene la region diana.
Un agente ARNi, tal como un agente ddRNAI, que tiene una porcion de doble hebra que contiene la secuencia
efectora, puede por lo tanto "inhibir la expresidon de una secuencia génica diana" en virtud de la secuencia del gen
diana que contiene la region diana. En consecuencia, dentro de una célula infectada con el VHB, el agente ARNi es
capaz de inhibir la expresion de una secuencia de gen diana debido a que la secuencia del efector (como 'efector' se
define a continuacioén) es sustancialmente complementaria a (al menos) una regién de la diana de la secuencia de
ARNmMm predicha del gen diana. Esto puede ilustrarse con la siguiente secuencia corta:

5'ATTGCG3' - secuencia diana de ADN del gen

5'AUUGCG3' - region diana de ARNm/secuencia de la transcripcion del gen

3'UAACGCS' - secuencia de efector - que es sustancialmente complementaria a una region de la diana de
la secuencia de ARNm predicha.

[0015] Tipicamente, una regién diana es una region de un ARNm de un gen que esta destinada a ser silenciada o
tener su expresion (a nivel de la transcripcion o traduccion) reducida.

[0016] El agente esta disefiado de modo que también comprende una secuencia de complemento efector, es decir,
una secuencia que es sustancialmente complementaria a la secuencia efectora tal que tendera a recocer el fin de
formar un segmento de doble hebra de ARN - el grado de complementariedad requerido se explica mas
particularmente mas adelante. Ademas, por lo general un extremo del segmento de doble hebra estara vinculado por
una secuencia de bucle de manera que forman una estructura de 'horquilla’ en forma. Esto también se conoce como
una estructura de “repeticion invertida 'interrumpida”, como el DNA que codifica una secuencia de ARN contiene una
repeticion invertida de la region del gen diana que se transcribe a la secuencia efectora, interrumpids por una
secuencia espaciadora que codifica el bucle.

[0017] En la invencidn, el agente tiene mas de una secuencia efectora. Mdltiples efectores se pueden orientar a la
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misma region de un gen de HBV, diferentes (posiblemente se solapan) regiones del mismo gen y/o genes diferentes
agentes VHB. Los agentes ARNi tales como agentes ddRNAIi, pueden contener 2 o 3 secuencias efectoras
diferentes. Como se explicd anteriormente, el agente ddRNAi comprende una secuencia de complemento efector
para cada secuencia efectora, formando asi efector - pares de complemento efector (es decir, un primero efector -
primer par complemento efector, un segundo efector - segundo par complemento efector, etc). Estos pares pueden
ser, pero no es necesario, contiguos el uno al otro, siempre que el agente ARNi puede doblarse a fin de permitir que
cada par se recuece. Varias otras consideraciones sugieren un orden u otro de los efectores y complemento efector
a lo largo de la longitud

del agente ARNi. Por lo tanto, realizaciones de la descripcion y de la invencién incluyen uno o mas de los siguientes:

» agente ddRNAIi que comprende, en una direccion 5' a 3', una primera secuencia de efector; una segunda
secuencia de efector; segunda secuencia de complemento efector; y una primera secuencia de
complemento efector;

e un agente ddRNAi que comprende, en una direccion 5' a 3', una primera secuencia de efector; una
segunda secuencia de efector; una tercera secuencia efectora; una secuencia de complemento efector
tercero; una segunda secuencia de complemento efector; y una primera secuencia de complemento efector;

¢ un agente ddRNAi que comprende, en una direccién 5' a 3', un primer efector; una primera secuencia de
complemento efector; una segunda secuencia efectora; y una segunda secuencia de complemento efector;

e un agente ddRNAi que comprende, en una direccion 5' a 3', una primera secuencia de efector; una
primera secuencia de complemento efector; una segunda secuencia de efector; una segunda secuencia de
complemento efector; una tercera secuencia de efector; y una tercera secuencia de complemento efector;

e un agente ddRNAi que comprende, en una direccion 5' a 3', una primera secuencia de efector; una
segunda secuencia de efector; una secuencia de 2 a 100 nucledtidos no auto-complementarios; una
segunda secuencia de complemento efector; y una primera secuencia de complemento efector;

e un agente ddRNAi que comprende, en una direcciéon 5' a 3', una primera secuencia de efector; una
secuencia de 2 a 100 nucledtidos no auto-complementarios; una primera secuencia de complemento
efector; una segunda secuencia de efector; una secuencia de 2 a 100 nucleétidos no auto-
complementarios; y una segunda secuencia de complemento efector.

[0018] En las realizaciones de la invencion como se reivindica el agente ddRNAi comprende, en una direccién 5' a
3"

(i) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; una segunda secuencia efectora
de al menos 17 nucledtidos en longitud; una segunda secuencia de complemento efector; y una primera
secuencia de complemento efector; o

(ii) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucledtidos de longitud; una primera secuencia de
complemento efector; un segunda secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; y una
segunda secuencia de complemento efector;

[0019] en donde cada secuencia efectora es al menos 85% complementarias a la transcripcion predicha de una
secuencia diana, y al menos una de las secuencias efectoras comprende cualquiera de los 10 o mas nucledtidos
contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

[0020] Como se entendera por un experto en la técnica, y como se ilustra en las figuras, cualquier secuencia
efectora particular, puede ser intercambiada en posicion con su complemento en el agente. En formas particulares
de cada una de las realizaciones descritas anteriormente, cada secuencia efectora es al menos 17 nucleétidos de
longitud y comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en cualquiera de los 10 o
mas nucledtidos contiguos de una secuencia de una cualquiera de SEQ ID NOS: 1-19 o SEQ ID NOS: 20-27. Las
secuencias efectoras pueden ser todas iguales, o pueden ser todas diferentes, o pueden ser una combinacion, por
ejemplo, 2 secuencias efectoras de al menos 10 nucledtidos contiguos de la SEQ ID NO: secuencia 1 y un efector
de al menos 10 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO: 4. En las realizaciones de la invencioén reivindicada, las
secuencias efectoras primera y segunda son al menos 17 nucleétidos de longitud y al menos una secuencia efectora
comprende cualquier 10

0 mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

[0021] También se describen agentes en los que la secuencia efectora se selecciona del grupo que consiste de
cualesquiera nucleodtidos 11, 12, 13, 14, 15 o 16 contiguos dentro de una cualquiera de SEQ ID NOS: 1-19 o SEQ ID
NOs: 20-27, y lo mas preferiblemente 17 o mas nucleétidos contiguos dentro de cualquiera de las SEQ ID NOS: 1-19
o SEQ ID NOS: 20-27. Tipicamente, el complemento efector sera la misma longitud, o aproximadamente la misma
longitud (es decir, + 15% de nucledtidos de longitud) como su correspondiente secuencia efectora.
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[0022] En realizaciones alternativas, el dsRNA se compone de 2 hebras de ARN separadas que se hibridan para
formar un duplex. Agentes ddRNAI pueden expresarse a partir de un casete de expresion de ADN insertado en
cualquier vector o constructo ddRNAi adecuado. En consecuencia, casetes de expresion de ddRNAi que
comprenden:

* una 0 mas secuencias promotoras

¢ una o mas secuencias de ADN, siendo preferiblemente secuencias que codifican para cualquier 10 o mas
y preferiblemente cualesquiera 17 o mas nucledétidos contiguos dentro de una secuencia de una cualquiera
de SEQ ID NOS: 1-19 o SEQ ID NOS: 20-27,

¢ una o mas secuencias de ADN que codifican para una o mas secuencias de complemento efectoras;

* una 0 mas secuencias terminadoras
y opcionalmente

¢ una o mas secuencias de ADN que codifican para secuencias de bucle; y
* una 0 mas secuencias potenciadoras se dan a conocer.

[0023] La invencion proporciona un casete de expresion ddRNAI para expresar un agente ddRNAi para inhibir la
expresion de una o mas secuencias diana en una o mas genes de HBV, el agente ddRNAi que comprende, en una
direccion 5'a 3"

(iii) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; una segunda secuencia
efectora de al menos 17 nucleétidos en longitud; una segunda secuencia de complemento efector; y una
primera secuencia de complemento efector; o

(iv) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; una primera secuencia de
complemento efector; una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucledtidos de longitud; y una
segunda secuencia de complemento efector;

en donde cada secuencia efectora es al menos 85% complementarias a la transcripcion predicha de una secuencia
diana, y al menos una de las secuencias efectoras comprende cualquiera de los 10 o mas nucledtidos contiguos de
la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9, el casete de expresiéon que comprende una o mas secuencias
promotoras, una o mas secuencias de ADN que codifican para las una o mas secuencias efectoras del agente
ddRNAI, secuencias de uno o mas ADN que codifican para una

0 mas secuencias de complemento efector del agente ddRNAi, una o mas secuencias de terminacion; y
opcionalmente una o mas secuencias de ADN que codifican para secuencias de bucle, una o mas secuencias
potenciadoras.

[0024] En algunas realizaciones, un promotor esta unido operativamente a multiples regiones efectoras que
codifican tal que puede conducir la expresion de ellas, mientras que en otras realizaciones, cada region efectora que
codifica esta unida operativamente a su propio promotor. En construcciones en las que hay multiples promotores,
éstos pueden ser todos iguales o diferentes. Los promotores preferidos

son U6 y H1.

[0025] También se proporciona constructos de expresion de ddRNAI, en los que se insertan los casetes de
expresion ddRNAI para la expresion. Ademas, cuando el esqueleto del vector de la construccion es compatible con
un sistema de suministro, los constructos de expresién ddRNAi son también estructuras artificiales de liberacion.

[0026] Agentes siRNA que comprenden una secuencia de al menos 17 nucledtidos de longitud seleccionada del
grupo que consiste de cualquiera de los 10 o mas nucleétidos contiguos dentro de una secuencia de una cualquiera
de SEQ ID NOS: 1-19 o SEQ ID NOS: 20-27 y un complemento de secuencia con el que la secuencia forma un
duplex, y que son capaces de inhibir la expresiéon de un gen de HBV se dan a conocer.

[0027] Métodos de tratamiento de la infeccion aguda o crénica por VHB en un sujeto, la reduccién de la carga viral
del VHB en un sujeto, la reduccion de la gravedad de los sintomas asociados con la infeccion por VHB en un sujeto,
y la reduccion de la infectividad de VHB, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un
constructo ddRNAI, agente ddRNAi o siRNA

agente como se describe en el que el constructo ddRNAI, agente ddRNAi o agente siRNA inhibe la expresién de una
0 mas secuencias diana en un gen del virus de la hepatitis B (HBV), preferiblemente al menos se describen el gen
de la polimerasa de HBV. La invencién proporciona un agente ddRNAI, o una construccion de expresion ddRNAi de
la invencion, para uso en el tratamiento de la infeccion por VHB aguda o crénica en un sujeto, para el uso en la
reduccion de la carga viral del VHB en un sujeto, para el uso en la reduccion de la gravedad de los sintomas
asociados con la infeccién por VHB en un sujeto, o para el uso en la reduccioén de la infectividad de HBV.
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[0028] Composicion farmacéutica que comprende un agente ddRNAI, un casete de expresion ddRNAI, un constructo
ddRNAi o un agente de ARNSsi de la invencion y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable se dan a
conocer. La invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un agente ddRNAI, un casete de
expresion ddRNAI, o un constructo de ddRNA.

de la invencion, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcion de los dibujos/figuras

[0029]

Figura 1A-F ilustra algunas de las estructuras de agente ddRNAi de la invencion.

La Figura 2 muestra la distribucion de los 642 clones de siRNA obtenidos a lo largo del gen de la
polimerasa del VHB, en el que las lineas denotan regiones correspondientes a los clones de diana siRNA
entero individuales (EST).

La Figura 3 es una comparacion de la eficacia de ARNi de casetes de expresion de ARNsi (SECs) y sus
correspondientes siRNAs sintéticos sobre los niveles de HBV polimerasa de ARNm con el fin de validar los
resultados de cribado iniciales obtenidos con inhibicion SEC de la expresién 3 de HBV de polimerasa.

La Figura 4 es el resultado de la pantalla de inhibicién de la polimerasa de HBV con 501 secuencias de
siRNA derivados de la biblioteca de EST.

La Figura 5A es una ilustracion de la distribucion de las 100 secuencias de siRNA mas eficaces (como se
identifica en la Pantalla gigante en la Figura 4) a lo largo del gen de la polimerasa del VHB. La figura 5B
ilustra como cualquier secuencia dada puede asignarse al gen de la polimerasa del VHB. Se muestran las
areas en que SEQ ID NOS: se basa 1 a 3.

La Figura 6 es un esquema de 5 casetes de expresion individuales y agentes ARNi codificados por ellos,
junto con la secuencia efectora después del procesamiento por Dicer. Los casetes de expresion se basan
enla SEQID NO: 3,9, 12, 13y 23.

La Figura 7 es un esquema de un casete de expresion de la secuencia efectora multiple que contiene (a)
secuencias efectoras de cada uno unido operativamente a secuencias promotora y terminadora separadas
para expresar agentes ARNi individuales en la forma de un agente de horquilla corta RNAi (shRNAI),
(Figura 7A); o (b) una primera secuencia efectora unida operativamente a un promotor, y una tercera
secuencia efectora unida operativamente a un terminador de tal manera que un solo se expresa bucle de
tallo multiple agente ARNI. Los casetes de expresion se basan en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4y SEQ ID
NO: 6.

La Figura 8 es un esquema de un casete de expresion de la secuencia efectora multiple basada en SEQ ID
NOS: 1, 4 y 6, lo que da lugar a un Unico agente ARNi de larga horquilla.

La Figura 9 ilustra la eficiencia knockdown de gen de la SEQ ID NOS: 1 a 14 y 20 a 27 después de la
transfeccién en células HepG2 2.2.15. La eficiencia knockdown se determiné por analisis de QRT-PCR de
ARNm del gen de la polimerasa. SINC es un control negativo, siendo un siRNA sin secuencias diana
conocidos en HBV; normal es el nivel de ARNm de la polimerasa en las células no transfectadas,
estandarizado a un nivel de 1.

Figura 10A y B muestran las actividades de luciferasa (+/- SD; n = 4) en células transfectadas con
cantidades variables de construcciones quimicamente sintetizadas de siRNA23 (A) o shRNA23 de
expresion (B) de orientacion pGL3-23 usando las condiciones enumeradas en las tablas 3 y 4. En la Figura
10A, SINC fue utilizado tanto como un control negativo y para ajustar las cantidades totales de siRNAs
afnadidos a las células para evitar posibles artefactos debido a la transfeccion desigual; siRNA GL3 se utilizo
como control positivo, tal que es un ARNSsi dirigido al gen de luciferasa. En la figura 10B, pUC57 se utilizd
tanto como un control negativo y para ajustar las cantidades totales de ADN de plasmido afiadido a las
células para evitar posibles artefactos debido a la transfeccion desigual. Un plasmido que expresa un
shRNA luciferasa basado en GL3 siRNA se utilizé como control positivo.

Descripcion detallada de las realizaciones

Definiciones

[0030] Como se usa en el presente documento, excepto cuando el contexto requiera otra cosa, el término

"comprende” y variaciones del término, tales como "que comprende”, "comprende" y "compuesto”, no pretenden
excluir otros aditivos, componentes, nimeros enteros o pasos.
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[0031] EI término "interferencia de ARN" o "ARNi" se refiere generalmente a un proceso de silenciamiento de genes
dependiente de ARN que es iniciado por las moléculas de ARN de doble cadena (dsRNA) en el citoplasma de una
célula. El dsRNA reduce la expresion de una secuencia diana de acido nucleico, que puede ser un ADN cuyos
productos de expresion de ARN se reducen, o un ARN, con el cual la molécula de dsRNA comparte homologia
sustancial o total.

[0032] Por "ARN de doble cadena" o "dsRNA" se quiere decir una molécula de ARN de doble cadena que es capaz
de inhibir expresion de una secuencia de acido nucleico diana con la que comparte homologia. En algunas
realizaciones el dsRNA es una horquilla o estructura de bucle, con una regién duplex unida opcionalmente por al
menos 1 nucledtido del tallo, y que se conoce como una "ARN en horquilla" o "agente ARNi de horquilla corta" o
"ARNhc". El duplex se forma entre una secuencia efectora y una secuencia complementaria a la secuencia efectora
en el presente documento se hace referencia como un "complemento efector". Tipicamente, el complemento efector
sera la misma longitud que su secuencia efectora correspondiente. Como se explicara mas adelante, la secuencia
de complemento efector a la secuencia de acido nucleico diana.

[0033] Una "secuencia efectora” es la secuencia de nucleétidos que, cuando una parte del complejo RISC, se une a
la secuencia de nucledtidos de HBV diana, dirigiéndose a esa secuencia para su destruccion por la célula. Es
analogo a la hebra "guia" discutida en la seccion de antecedentes. La secuencia efectora es 'dirigida a' una region
diana por ser complementaria o sustancialmente complementaria en secuencia a la transcripcion de la region diana
de manera que un agente de ARN que tiene una porcién de doble hebra que contiene la secuencia efector inhibe la
expresion de la secuencia de gen diana.

[0034] El "complemento efector”, que es analogo a la hebra de paso discutido en el fondo es suficientemente
complementario al efector de tal manera que es hibrido con la secuencia efectora. Es probable que el complemento
efector sera de una secuencia similar a la secuencia del gen diana, pero no necesariamente tiene por qué serla.

[0035] EI término "agente ARNi" se refiere a una secuencia de dsRNA que provoca RNAI. Este término puede ser
utilizado indistintamente con "ARN de interferencia pequefios" (agentes ARNSsi) y de los pequefios ARN de horquilla
(agentes shRNAi o hpRNAI).

[0036] La region de doble cadena o duplex del agente ARNi es al menos 17 pares de bases de largo, y por lo
general en el intervalo de 17 a 30 pares de agentes ARNi bases pueden sintetizarse quimicamente o
enzimaticamente fuera de las células y posteriormente entregarse a las células o puede expresarse in vivo mediante
un vector adecuado en células (véase, por ejemplo, la patente US. No. 6.573.099, WO 2004/106517 y W0O99/49029.

[0037] EI término "agente RNAI dirigido por ADN" o "agente ddRNAI" se refiere a un agente ARNi que se transcribe a
partir de un casete de expresion de ADN ("casete de expresion ddRNAI"). El agente ddRNAI transcribe a partir del
casete de expresion puede ser transcrito como un Unico ARN que es capaz de auto-recocerse en una estructura de
horquilla con una region duplex unida por al menos 2 nucleétidos, o como un tnico ARN con multiples dominios de
ARNhc o como muiltiples transcripciones cada uno capaz de plegarse como una sola shRNA.

[0038] EI casete de expresion ddRNAI se puede ligar en vectores que se hace referencia como vectores ddRNAi o
constructos ddRNAI. Los vectores pueden proporcionar secuencias especificando la transcripcion del casete de
expresion ddRNAi en vivo o in vitro. El vector puede servir, ademas, como el vehiculo de administracién para el
casete de expresion ddRNAI. Vectores basados en virus, por ejemplo, generaran un constructo ddRNAi que es util
para la expresion del casete de expresion ddRNAi ademas de ser compatible con la entrega viral.

[0039] Una célula ha sido "transformada", "transducida" o "transfectada" por un acido nucleico exégeno o heterélogo
o vector cuando dicho acido nucleico ha sido introducido en la célula. EI ADN transformante puede o no estar
integrado (unido covalentemente) en el genoma de la célula. Con respecto a células eucariotas, una célula
establemente transformada es una en la que el ADN transformante se ha integrado en un cromosoma de la célula
huésped o se mantiene extra-cromosdmicamente (episomal) de manera que el ADN transformante es heredado por
las células hijas durante la replicacion celular. En no replicante, células diferenciadas de ADN transformante pueden
persistir como un episoma.

[0040] "La expresion génica" puede ser una referencia a uno o ambos de transcripcion o traduccion.

[0041] "Inhibicion de la expresion" se refiere a la ausencia o disminucion observable en el nivel de proteina y/o
ARNm producto del gen diana. La inhibicién no tiene que ser absoluta, pero puede ser la inhibicion parcial suficiente
para un cambio detectable u observable como resultado de la administracion de un agente ARNi o ddRNAi o agente
siRNA o construccion ddRNAI de la invencién. La inhibicidon se puede medir mediante la determinacién de una
disminucion en el nivel de ARNm y/o producto de proteina a partir de un acido nucleico diana con respecto a una
célula que carece del agente ddRNAI o construir, y puede ser tan poco como 1%, 5% o 10%, o puede ser absoluta
inhibicién es decir 100%. Los efectos de inhibicion pueden ser determinadas por examen de las propiedades
externas, es decir, el fenotipo cuantitativo y/o cualitativo de la célula u organismo, y también puede incluir una
evaluacion de la carga viral después de la administracion de un agente ddRNAi o construccion de la invencion.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730393 T3

[0042] Como se usa en este documento, "un rasgo fenotipico cuantitativo” se refiere a un rasgo asociado con la
expresion molecular de un acido nucleico en una célula huésped y puede asi incluir la cantidad de moléculas de
ARN transcritas o replicadas, la cantidad de moléculas de ARN modificadas transcripcionalmente, la cantidad de
péptidos o proteinas traducidas, o la actividad de tales péptidos o proteinas.

[0043] Una reduccion de la expresion fenotipica de un acido nucleico donde el fenotipo es un rasgo cualitativo que
en la presencia del agente de ARNi de la invencion, el rasgo fenotipico cambia a un estado diferente en
comparacion con una situacion en la que el agente ARNi esta ausente. Una reduccion de la expresion fenotipica de
un acido nucleico puede asi medirse como una reduccién en los niveles de estado estacionario de (parte de) ese
acido nucleico, una reduccion en la traduccion de (parte de) ese acido nucleico o una reduccién en el efecto de la
presencia del RNA (s) transcrito(s) o polipéptido (s) traducido(s) tienen en la célula eucariota o el organismo, y en
Ultima instancia conducir a rasgos fenotipicos alterados. Esta claro que la reduccion de expresion fenotipica de un
acido nucleico de interés puede ir acompafada por o correlacionada con un cambio observable en el fenotipo. La
evaluacion puede ser por medio de técnicas bioguimicas tales como la hibridacion del Norte, ensayos cuantitativos
PCR en tiempo real, ensayos de expresion génica, union de anticuerpos, ELISA, RIA, transferencia de Western y
otros ensayos y técnicas conocidas en la técnica.

[0044] "Acidos nucleicos diana" pueden ser ARN o ADN, cuyos productos de transcripcién son secuencias dirigidas,
de codificacion o no de codificacion, endégeno o exégeno. En una realizacion preferida, la polimerasa (P) de genes
del virus DNA virus de la hepatitis B esta destinada a la inhibicidon. En consecuencia, en esta realizacion, el acido
nucleico diana es de al menos la transcripcion ARN del gen de la polimerasa.

[0045] Una secuencia de efector para una diana es complementaria a o sustancialmente complementaria a la
transcripcion predicha de una region del gen diana. Por "sustancialmente complementaria” se entiende que las
secuencias son hibridables o se pueden recocer. Sustancialmente complementaria es preferiblemente de
aproximadamente 85% complementaria a una porcion del gen diana. Mas preferiblemente, es al menos 85-90%
complementarias, y lo mas preferiblemente al menos 95, 96, 97, 98 99 o 100% complementarias. Por lo tanto, la
complementariedad sustancial incluye 100% de complementariedad, pero 100% de complementariedad también
puede ser denominado a lo largo de la memoria descriptiva como "complementario”, o "complementaria".

[0046] Una secuencia complementaria a o sustancialmente complementaria a una regién de un gen diana tiene el
grado de complementariedad de secuencia a través de una secuencia diana contigua. Generalmente, una region de
ARN bicatenario de la invencidon se puede someter a mutagénesis para producir simples o varios nucleotidos
sustituciones, deleciones o adiciones.

[0047] Una "composicion terapéutica” o "composicion farmacéutica” o "composicion para el tratamiento de la
infeccion por HBV" se refiere a una composicion que incluye un agente ddRNAI, casete de expresion ddRNA,
constructo ddRNAI o agente siRNA.

[0048] Las palabras "tratar" o "tratamiento" se refieren al tratamiento terapéutico en el que el objeto es reducir la
velocidad (disminuir) un cambio o trastorno fisiolégico indeseado. Para los propodsitos de esta invencion, los
resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero no se limitan al alivio de los sintomas de la infeccién por
VHB, la reduccion de la infectividad de HBV, disminucion de la extension de la enfermedad, estabilizado (es decir,
no empeoramiento) de la enfermedad, retraso o ralentizacion de la progresion de la enfermedad, mejora o paliacion
del estado de enfermedad, y la remisiéon (ya sea parcial o total), ya sea detectable o indetectable. "Tratamiento"
también puede significar prolongar la supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada si no se recibe
tratamiento. El tratamiento puede no necesariamente resultar en la desaparicion completa de la infeccién por HBV,
pero puede reducir o minimizar las complicaciones y efectos secundarios de la infeccion y la progresion de la
infeccion.

[0049] La frase "cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad de un compuesto de la presente invencion
que (i) trata la enfermedad, afeccion, o trastorno, (ii) atenta, mejora, o elimina uno o mas sintomas de la
enfermedad, afeccion o trastorno, o (iii) retrasa la aparicion de uno o mas sintomas de la enfermedad en particular,
afeccion o trastorno descritos aqui.

Descripcion detallada

[0050] La presente invencion proporciona un nuevo agente ARNi, y el uso del agente ARNi para la orientacion VHB
en individuos infectados. El tratamiento del VHB esta dirigido a:

i. la eliminacioén de infectividad para prevenir la transmision y propagacion de HBV de un individuo a otro; y
ii. minimizar la progresion global de la enfermedad hepatica en el individuo infectado.

Agente ddRNAi

[0051] Los agentes ARNi expresados a partir de casetes de expresion ddRNAi basados en ADN se denominan
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agentes RNA. dirigidos por ADN, o agentes ddRNAI. Pueden dirigirse directamente a la actividad de genes con un
minimo de eventos fuera de objetivo. Por "eventos fuera de objetivo" se entiende que la expresion de acidos
nucleicos que no sean el objetivo no son inhibidos por los agentes ARNi o ddRNA.. En el caso de la infeccion por el
VHB, esto ofrece una oportunidad Unica para hacer frente a las necesidades insatisfechas de tratamiento clinico
para el VHB. Por consiguiente, un agente dirigido por ADN de interferencia ARN (ddRNAI) para inhibir la expresion
de una o mas secuencias diana en un gen del virus de la hepatitis B (VHB), comprendiendo el agente ddRNAi al
menos:

una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; y
una primera secuencia de complemento efector;

en donde se describe la primera secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha
de una region del gen diana.

[0052] Tipicamente, la primera secuencia efectora forma una region de doble cadena con la primera secuencia de
complemento efector.

[0053] Las secuencias de los agentes ddRNAI descritos tienen suficiente complementariedad con una regién del gen
de HBV con el fin de mediar RNAIi diana especifico. Por "sustancialmente complementaria" se entiende que las
secuencias son hibridables o se pueden recocer, y, o bien:

* la secuencia de la primera secuencia efectora es al menos aproximadamente 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89
0 90% complementarias a al menos 17 o mas nucleétidos contiguos de la secuencia diana, mas preferiblemente al
menos aproximadamente 90, 91, 92, 92, 94 o 95% complementarias e incluso mas preferiblemente al menos
aproximadamente 95, 96, 97, 98 o0 99% complementarias o absolutamente

complementario (es decir, 100%) a 17 o mas nucleétidos contiguos de la secuencia diana; o

* la secuencia efectora tiene al menos 10 o mas nucleétidos contiguos que son 100% complementarias con la diana
y preferiblemente menos de 6 nucledtidos que no pueden convertirse en par de bases con la secuencia diana. La
primera secuencia efectora, por lo tanto, puede tener 1, 2, 3, 4 o 5 nucleétidos que no se convertiran en par de
bases GC/AU con la secuencia diana. Se cree que este nivel de diferencia no tendra un impacto negativo en la
capacidad del agente ddRNAi sea capaz de inhibir la expresion de la secuencia diana.

[0054] Cuando la primera secuencia efectora tiene 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos que no se convierten en par de bases
GC/AU con la secuencia diana, se prefiere que las diferencias estan en los primeros o ultimos 5 nucleétidos de la
primera secuencia efectora, con sélo 1 o 2 cambios de nucleétidos en la parte central de la secuencia efectora.

[0055] EI agente ddRNAI también puede comprender una primera secuencia efectora que consta de 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 nucledtidos de longitud, en donde la secuencia efectora es sustancialmente
complementaria a la transcripcion predicha de una region del gen diana. Un agente ddRNAi de acuerdo con esta
realizacion de la descripcion por lo tanto tiene una longitud maxima determinada por la longitud y el nimero de
secuencia de efector/es es decir, cada secuencia de efector no esta comprendida

dentro de una secuencia mas larga.

[0056] Como se sefiald anteriormente, la complementariedad sustancial se entiende que significa que las
secuencias son hibridabled o se pueden recocer. Los términos "de hibridacién" y "recocido" (y equivalentes
gramaticales) se utilizan indistintamente en esta especificacion con respecto a las secuencias de nucledtidos y se
refieren a secuencias de nucleétidos que son capaces de formar pares de bases Watson Crick debido a su
complementariedad. Preferentemente, las secuencias sustancialmente complementarias son capaces de hibridarse
en condiciones de media o alta rigurosidad:

« condiciones de astringencia altas: 0.1xSSPE (o 0,1 x SSC), 0,1% de SDS, 65°C

¢ condiciones de astringencia media: 0.2xSSPE (o 1.0xSSC), 0,1% de SDS, 50°C Alternativamente,
"sustancialmente complementaria" también se entenderia por el experto en la técnica para implicar apareamiento de
bases no de Watson-Crick, especialmente en el contexto de secuencias de ARN, tales como un llamado "par
wobble" que puede formarse entre residuos guanosina y uracilo en ARN. "Complementario” se utiliza aqui en su
forma habitual para indicar apareamiento de bases Watson-Crick, y "no complementario” se usa para significar
apareamiento de bases no Watson-Crick, a pesar de que tales secuencias no complementarias pueden formar pares
de oscilacién u otras interacciones. En el contexto de la presente invencion, la referencia a secuencias "no-
emparejamiento” se refiere especificamente a las secuencias entre las que no forman pares de bases de Watson-
Crick.

[0057] La primera secuencia efectora es al menos 17 nucledtidos de longitud, preferiblemente 17 a 50 nucledtidos y
lo mas preferiblemente 17 a 30 nucledtidos. Puede ser 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30
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nucledtidos de longitud. Cuando la primera secuencia efectora es mas larga que 17 nucledtidos, se prefiere que al
menos 17 nucledtidos contiguos de la primera secuencia efectora forma la region de doble cadena con la cadena
complementaria.

[0058] La invencién proporciona un agente ddRNAI para inhibir la expresion de una o mas secuencias diana en uno
0 mas genes de HBV, el agente ddRNAi que comprende, en una direcciéon 5' a 3";

(i) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; una segunda secuencia efectora
de al menos 17 nucledtidos de longitud; una segunda secuencia de complemento efector; y una primera
secuencia de complemento efector; o

(ii) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleotidos de longitud; una primera secuencia de
complemento efector; una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucledtidos de longitud; y una
segunda secuencia de complemento efector;

en donde cada secuencia efectora es al menos 85% complementarias a la transcripcién predicha de una secuencia
diana, y en donde al menos una de las secuencias efectoras comprende cualquiera de los 10 o mas nucledtidos
contiguos de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 9. Los agentes ddRNAi de la invencion y como expresion de
inhibicion descrita de secuencias de acido nucleico de VHB. Preferiblemente, el gen diana del VHB es la secuencia
de acido nucleico que se expresa como el gen de la polimerasa (P). Por consiguiente, en una realizacién de la
invencion, o de la divulgacion, el agente ddRNAI de la invencion, o de la divulgacion, inhibe la expresiéon de una o
mas secuencias diana en un gen de la polimerasa del virus de la hepatitis B (HBV). El genoma HBV tiene marcos de
lectura abiertos superpuestos. Como tal, la orientacion secuencias particulares del gen de la polimerasa también se
dirigira a las mismas secuencias en el gen de superposicion. Los agentes de la invencion y la divulgacion, por tanto,
son capaces de dirigirse a multiples genes con una Unica secuencia efectora. En cada forma de realizacion preferida
sin embargo, al menos el gen de la polimerasa es diana.

[0059] En los agentes ddRNAI de la invencion al menos una de las secuencias efectoras comprende cualesquiera
10 o mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9. En formas de realizacion dadas a
conocer, se selecciona la primera secuencia efectora desde cualquier 10 o mas y preferiblemente cualesquiera 17 o
mas nucledtidos contiguos dentro de cualquiera de la polimerasa de secuencias efectoras HBV ddRNAi SEQ ID
NOS: 1-19, o SEQ ID NOS: 20-27 enumeradas a continuacion. Por simplicidad, las SEQ ID NOS: seran
denominadas colectivamente como SEQ ID NOS: 1 a 27.
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Tabla 1: secuencias efectoras RNAI

SEQID Secuencia efectora RNAia Sitios diana | nts | Dianade
HBVb gen¢
1 GAUUGACGAUAAGGGAGA 109-126 18 pol
2 UUGAAGUCCCAAUCUGGAU 2935-2953 19 pol
3 GCCGGGCAACGGGGUAAAGGUUC 1139-1161 23 pol
4 UAUUUGCGGGAGAGGACAACAGA 1335-1363 29 pol
GUUAUC
5 UCCUGAUGUGAUGUUCUCCAUGU 155-177 23 | pol & HBsAg
6 AAGGCCUCCGUGCGGUGGGG 3019-3038 20 pol
7 GGUAUUGUUUACACAGAAAGGC 1116-1137 22 pol
8 GAUGUGUUCUUGUGGCAAG 908-926 19 pol
9 GGGAAAGCCCUACGAACCACU 698-718 21 | pol & HBsAg
10 GUGGAGACAGCGGGGUAGGC 3128-3147 20 pol
11 GAGGACAACAGAGUUAUC 1335-1352 18 pol
12 GCCCACUCCCAUAGGAAUUUUCC 631-653 23 | pol & HBsAg
13 GGAUCUUGCAGAGUUUGG 18-35 18 pol
14 CGUUGCCGGGCAACGGGGUA 1146-1165 20 pol
15 GCAAUUUCCGUCCGAAGGUUUGG 575-597 23 | pol & HBsAg
16 GUUGGAGGACAGGAGGUUGG 340-359 20 | pol & HBsAg
17 GUUGGAGGACAGGAGGUUGGUG 338-359 22 | pol & HBsAg
18 GAAGUGCACACGGUCCGGCAGA 1568-1589 22 pol & X
19 CAAGAUGCUGUACAGACUUGGC 762-783 22 | pol & HBsAg
20 GGGAGAGGACAACAGAGUUAUC 1335-1356 22 pol
21 CGGGAGAGGACAACAGAGUUAU 1336-1357 22 pol
22 GCGGGAGAGGACAACAGAGUUA 1337-1358 22 pol
23 UGCGGGAGAGGACAACAGAGUU 1338-1359 22 pol
24 UUGCGGGAGAGGACAACAGAGU 1339-1360 22 pol
25 UUUGCGGGAGAGGACAACAGAG 1340-1361 22 pol
26 AUUUGCGGGAGAGGACAACAGA 1341-1362 22 pol
27 UAUUUGCGGGAGAGGACAACAG 1342-1363 22 pol
® Secuencia de secuencia efectora basada en el objetivo de genoma de HBV de acuerdo con
GenbankID U95551
P posicion dentro del genoma de HBV, basado en la secuencia de U95551 diana; secuencias
efectoras son el complemento inverso de estas posiciones.
© ORFs dirigidos: pol corresponde a la polimerasa; HBsAg se corresponde con el antigeno de|
superficie de HBV y X corresponde a la proteina X

[0060] Como se explica en la seccién de antecedentes, ambas cadenas de un dsRNA tienen el potencial de ser la
secuencia efectora. Sin embargo, hay evidencia de que las caracteristicas particulares de una secuencia pueden
favorecer una hebra para entrar en el RISC y la otra hebra a ser destruida. Hay evidencia de que la proteina
Argonaut 2 (AGO2) del complejo RISC tiene una preferencia para las secuencias con un 5' A, y en menor medida en
5' U. En secuencias de adicion de ARN con un mayor contenido de AU en 5 regiones parecen cargarse
preferentemente en complejos RISC, debido a un mecanismo que "detecta" estabilidad termodinamica a través de
duplex de ARN y favores que incorporan secuencias desde el extremo menos estable del duplex. Estas preferencias
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de secuencia se reflejan en las realizaciones preferidas, pero no son esenciales.

[0061] Por ejemplo, en una realizacion de este aspecto de la descripcidn, se proporciona un agente de interferencia
de ARN dirigida por ADN (DdRNAI) para inhibir la expresién de una o mas secuencias diana en un virus de la
hepatitis B (HBV) de genes, comprendiendo el agente ddRNAi al menos:

una primera secuencia efectora de cualquiera de los 10 o mas nucledtidos contiguos dentro de
GAUUGACGAUAAGGGAGA (SEQID NO: 1); y

una primera secuencia de complemento efector.

[0062] La primera secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha de una region
del gen diana.

[0063] Preferiblemente, la primera secuencia efectora es al menos 17 o mas nucledtidos contiguos dentro de
GAUUGACGAUAAGGGAGA (SEQ ID NO: 1).

[0064] Cuando la primera secuencia efectora tiene 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos diferentes a la SEQ ID NO: 1, las
diferencias estan preferiblemente presentes en los primeros y/o los ultimos 5 nucledtidos, y al menos los 10
nucledtidos centrales son 100% complementarios a la transcripcion predicha de una region del gen diana.

[0065] En realizaciones alternativas de la divulgacion, el agente ddRNAi comprende una primera secuencia efectora
de cualesquiera 10 o mas, preferiblemente cualesquiera 17 o mas, nucledtidos contiguos dentro de la SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO:
24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 27.

[0066] En realizaciones particularmente preferidas, el agente ddRNAi comprende una primera secuencia efectora de
cualesquiera 10 o mas, preferiblemente, cualesquiera 17 o mas, nucledtidos contiguos dentro de las secuencias
capaces de inhibir la expresion de una region del gen diana por al menos 70%. Preferiblemente, en esta realizacion,
el primer efector se selecciona entre SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO:
23.

[0067] La primera secuencia de efector puede comprender una secuencia seleccionada de cualquier 10 o mas y
preferiblemente cualesquiera 17 o mas nucleétidos contiguos dentro de una secuencia del grupo que consiste en
SEQ ID NOS: 1-27, o alternativamente, cada secuencia efectora puede ser una variante de la SEQ ID NOS: 1-27,
que tiene 1, 2, 3, 4 o 5 variaciones de nucleétidos. Aun en otra forma de realizacién, cada secuencia efectora puede
constar de 22 nucleétidos, de los cuales 17, 18, 19, 20, 21 o 22 nucledtidos

son nucleotidos contiguos de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27.

Multiples agentes ddRNAI dirigidos

[0068] En una realizacion preferida de la descripcion y en los agentes ddRNAI de la invencion, el agente ddRNAI
comprende dos 0 mas secuencias efectoras para permitir la orientacion de mas de una secuencia diana del genoma
de HBV. Las muiiltiples secuencias diana pueden estar en la misma regién del gen de HBV. Por ejemplo, una region
de 17 a 30 nucleétidos que tiene la variacion natural en la secuencia entre cepas, o polimorfismos de nucleétido
Unico que han surgido para conferir resistencia a las drogas. Alternativamente, las secuencias diana pueden estar en
diferentes regiones del gen de un gen diana.

[0069] Para proporcionar una mayor especificidad, el agente ddRNAi comprende las siguientes (en ningin orden
particular):

* una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud;
¢ una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucledtidos de longitud;
¢ una primera secuencia de complemento efector; y

¢ una segunda secuencia de complemento efector;

[0070] En las realizaciones de la invencion como se reivindica el agente ddRNAi comprende, en una direccién 5' a
3"

(i) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; una segunda secuencia efectora
de al menos 17 nucledtidos en longitud; una segunda secuencia de complemento efector; y una primera
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secuencia de complemento efector; o

(ii) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucledtidos de longitud; una primera secuencia de
complemento efector; una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucledtidos de longitud; y una
segunda secuencia de complemento efector.

[0071] Las secuencias efectoras primera y segunda de un agente ddRNAI de dianas multiples forman una region de
doble hebra con sus respectivos complementos efectores. Preferiblemente, las secuencias efectoras primera y
segunda son 17 a 30 nucledtidos de longitud. Mas preferiblemente, las secuencias efectoras primera y segunda
estan ambas seleccionadas de cualesquiera 10 o mas y preferiblemente cualesquiera 17 o mas nucledtidos
contiguos dentro de una cualquiera de las secuencias enumeradas en la Tabla 1 anterior, 0 son secuencias que
tienen una diferencia de 1, 2, 3, 4 0 5 nucledtidos de aquellas secuencias enumeradas en la Tabla 1.

[0072] En una realizacion, la primera secuencia efectora se selecciona de cualesquiera 10 o mas y preferiblemente
cualesquiera 17 o mas nucleétidos contiguos dentro de una secuencia de uno cualquiera del grupo que consiste en
SEQ ID NOS: 1-27, y la segunda secuencia efectora se selecciona de cualesquiera 10 o mas y preferiblemente
cualesquiera 17 o mas nucledtidos contiguos dentro de una

secuencia de uno cualquiera del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27. La primera y segunda secuencia de
efector pueden ser la misma secuencia o, alternativamente, pueden ser diferentes secuencias.

[0073] La primera y segunda secuencia de efector puede comprender cada uno una secuencia seleccionada de
cualquier 10 o mas nucledtidos contiguos dentro de una secuencia de entre el grupo que consiste en SEQ ID NOS:
1-27, o alternativamente, cada secuencia efectora también puede ser una variante de la SEQ ID NOS: 1-27, que
tiene 1, 2, 3, 4 o 5 variaciones de nucledétidos. En auin una realizacién adicional,

cada secuencia efectora puede constar de 22 nucleétidos, de los cuales 17, 18, 19, 20, 21 o los 22 nucleétidos son
nucledtidos contiguos de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27. Cuando hay
dos 0 mas secuencias efectoras, pueden representar una combinacién de los 3 tipos descritos anteriormente.

[0074] En realizaciones particularmente preferidas, la primera y segunda secuencia de efector comprende
cualesquiera 10 o mas, preferiblemente cualesquiera 17 o mas, nucledtidos contiguos dentro de las secuencias
capaces de inhibir la expresion de una region del gen diana por al menos 70%. Preferiblemente, en esta realizacion,
cada secuencia efectora se selecciona entre SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 y SEQ
ID NO: 23.

[0075] En las realizaciones de la invencion, al menos una de las secuencias efectoras comprende cualesquiera 10 o
mas nucleodtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

[0076] El uso de agentes ddRNAi con multiples secuencias efectoras tiene la ventaja de limitar la aparicion y
dirigirse a mutantes de escape, que es un problema de muchas de las terapias anti-virales actuales. Un aspecto de
la presente invencién y la divulgacion neutraliza mutantes de escape emergentes con un agente ddRNAi que
contiene secuencias de ARNi basados en la secuencia genética del gen diana y adicionalmente secuencias de las
mutaciones puntuales que se presentan para resistir tratamiento de RNA..

[0077] Del mismo modo, los agentes ddRNAIi con multiples secuencias efectoras tienen la ventaja de ser capaces de
dirigirse a una gama de secuencias encontradas en diferentes genotipos virales o cuasi especies, asi como la
ventaja de que los efectos aditivos o sinérgicos conseguidos con multiples secuencias efectoras en oposicion a
secuencias efectoras individuales.

[0078] Como se menciond anteriormente, sin embargo, las secuencias efectoras individuales pueden lograr la
segmentacion multiple cuando la secuencia diana es comun en 2 o mas genes. VHB contiene una serie de marcos
de lectura superpuestos, de manera que la orientacion de una secuencia en las regiones superpuestas inhibira la
expresion de los genes que contienen esa secuencia.

Versién de horquilla larga

[0079] Cuando el agente ddRNAIi contiene mas de una secuencia efectora, y el agente ddRNAi se expresa como
una sola hebra de ARN, que se plegara para formar diferentes estructuras dependiendo del orden de las secuencias
efectoras y las secuencias complementarias a las secuencias efectoras. En una realizacion, se proporciona un
agente de interferencia de ARN dirigida por ADN (DdRNAI) para inhibir la expresion de una o mas secuencias diana
en un virus de la hepatitis B (HBV) de genes, la que comprende agente ddRNAI, en una direccion 5' a 3', al menos:

una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud;
una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud;
una segunda secuencia de complemento efector; y

una secuencia de complemento efector primera

en donde cada secuencia efectora es sustancialmente (es decir, al menos 85%) complementaria a la transcripcion

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730393 T3

predicha de una region del gen diana, y en donde al menos una de las secuencias efectoras comprende cualquiera
de los 10 o mas nucleodtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9. Esto resultara en un agente
ddRNAI con una estructura como se muestra en la Figura 1A.

Véase también el documento WO2004/106517.

[0080] Alternativamente, al menos un efector, y preferiblemente ambas secuencias efectoras, son 100%
complementarias a la transcripcion predicha de una region del gen diana.

[0081] Preferentemente, las secuencias efectoras primera y segunda se seleccionan ambos del grupo que consiste
de cualesquiera 10 o mas y preferiblemente cualesquiera 17 o mas nucledtidos contiguos dentro de cualquiera de
las SEQ ID NOS: 1-27. Por ejemplo, en una forma de realizacion, se proporciona un agente dirigido por ADN de
interferencia ARN (ddRNAI) para inhibir la expresion de una o mas secuencias diana en un gen de virus de la
hepatitis B (VHB), comprendiendo el agente ddRNAI, en una direccion 5' a 3', al menos:

una primera secuencia efectora de cualquiera de los 10 o mas nucledtidos contiguos dentro de
GAUUGACGAUAAGGGAGA (SEQ ID NO: 1);

una segunda secuencia efectora de cualquiera de los 10 o mas nucleétidos contiguos dentro de
UUGAAGUCCCAAUCUGGAU (SEQ ID NO: 2) o GCCGGGCAACGGGGUAAAGGUUC (SEQ ID NO: 3);

una segunda secuencia de complemento efector; y
una primera secuencia de complemento efector.

[0082] Cada secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripciéon predicha de una region del
gen diana.

[0083] Alternativamente, al menos un efector, y preferiblemente ambas secuencias efectoras, son 100%
complementarias a la transcripcion predicha de una regién del gen diana.

[0084] En realizaciones particularmente preferidas, las secuencias efectoras primera y segunda comprenden
cualesquiera 10 o mas, preferiblemente, cualesquiera 17 o mas nucledtidos contiguos dentro de las secuencias
capaces de inhibir la expresion de una region del gen diana por al menos 70%. Preferiblemente, en esta realizacion,
cada secuencia efectora se selecciona entre SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 y SEQ
ID NO: 23.

[0085] En las realizaciones de la invencion, al menos una de las secuencias efectoras comprende cualesquiera de
10 o mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

[0086] En aun otra realizacion, que es una realizacion donde el agente ddRNAI tiene 3 secuencias efectoras, se
proporciona un agente dirigido por ADN de interferencia ARN (ddRNAI) para inhibir la expresion de una o mas
secuencias diana en un gen del virus de la hepatitis B (VHB), comprendiendo el agente ddRNAi, en un 5' a 3', al
menos:

una primera secuencia efectora de cualquiera de los 10 o mas nucledtidos contiguos dentro de
GAUUGACGAUAAGGGAGA (SEQ ID NO: 1);

una segunda secuencia efectora de cualquiera de los 10 o mas nucleétidos contiguos dentro de
UUGAAGUCCCAAUCUGGAU (SEQ ID NO: 2);

una tercera secuencia efectora de cualquiera de los 10 o mas nucledtidos contiguos dentro de
GCCGGGCAACGGGGUAAAGGUUC (SEQ ID NO: 3);

una tercera secuencia de complemento efector;
una segunda secuencia de complemento efector; y
una primera secuencia de complemento efector.

[0087] Cada secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha de una region del
gen diana.

[0088] Alternativamente, al menos un efector, y, opcionalmente, 2 de los 3 o todos los 3 de los efectores, son 100%
complementarios a la transcripcion predicha de una regién del gen diana.

[0089] En realizaciones particularmente preferidas, la primera, segunda y tercera secuencia de efector comprende
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cualesquiera 10 o mas, preferiblemente, cualesquiera 17 o mas, nucledtidos contiguos dentro de las secuencias
capaces de inhibir la expresiéon de una regién del gen diana por al menos 70%. Preferiblemente, en esta realizacion,
cada secuencia efectora se selecciona entre SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 y SEQ
ID NO: 23.

[0090] En las realizaciones de la invencién, al menos una de las secuencias efectoras comprende cualesquiera de
10 o mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

[0091] También se apreciara por la persona experta que el orden de efectores y complementos efectores puede ser
alterado, a condicion de que una sola estructura de horquilla, de largo esta formado por la hibridacion de la
secuencia efectora con su complemento efector para formar ARN de doble cadena. Por ejemplo, en un agente de
secuencia ddRNAI 2 efector, las secuencias pueden estar dispuestas en los siguientes 6rdenes a modo de ejemplo
5'a3"

« primer efector - segundo efector - segundo complemento efector - primer complemento efector;
« primer efector - segundo complemento efector - segundo efector - primer complemento efector;
* primer complemento efector - segundo complemento efector - segundo efector - primer efector;
* primer complemento efector - segundo efector - segundo complemento efector - primer efector.

[0092] En un agente de secuencia efectora ddRNAI 3, las secuencias pueden estar dispuestas en los siguientes
ordenes ejemplares de 5' a 3"

* primer efector - segundo efector - tercer efector - tercer complemento efector - segundo complemento efector -
primer complemento efector;

* primer efector - segundo efector del complemento - tercer efector - tercer complemento efector - segundo efector -
primer complemento efector;

* primer efector - segundo efector - tercer complemento efector - tercer efector - segundo complemento efector -
primer complemento efector

e primero complemento efector - segundo complemento efector - tercer complemento efector - tercer efector -
segundo efector - primer complemento efector

primero complemento efector - segundo complemento efector - tercer efector - tercer complemento efector - segundo
efector - primer efector.

[0093] En todavia realizaciones adicionales, la primera secuencia de efector puede ser seleccionada de
cualesquiera 10 o mas y preferiblemente cualesquier 17 o mas nucleétidos contiguos dentro de una secuencia de
entre el grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27; la segunda secuencia efectora se puede seleccionar de
cualesquiera 10 o mas y preferiblemente cualesquiera 17 o mas nucleétidos contiguos dentro de una secuencia de
entre el grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27; la tercera secuencia efectora se puede seleccionar de
cualesquiera 10 o mas y preferiblemente cualesquiera 17 o mas nucleétidos contiguos dentro de una secuencia del
grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27; y cualesquiera secuencias efectoras adicionales pueden ser
seleccionadas de cualquier 10 o mas y preferiblemente 17 o mas cualesquiera nucleétidos contiguos dentro de una
secuencia de entre el grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27. Alternativamente, cada secuencia efectora también
puede ser una variante de la SEQ ID NOS: 1-27, que tiene 1, 2, 3, 4 o 5 variaciones de nucleétidos. Preferiblemente,
las diferencias estan presentes en los primeros y/o los ultimos 5 nucledtidos, y al menos el centro de 11-12
nucledtidos son 100% complementarios a la transcripcion predicha de una regién del gen diana. Tales realizaciones
son particularmente Utiles para la orientacion a HBV mutantes de escape, asi como diferentes genotipos virales o
cuasi especies. En realizaciones de la invencion, el agente ddRNAi comprende en una direccion 5' a 3"

(i) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; una segunda secuencia efectora
de al menos 17 nucledtidos de longitud; una segunda secuencia de complemento efector; y una primera
secuencia de complemento efector; o

(ii) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucledtidos de longitud; una primera secuencia de
complemento efector; una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucledtidos de longitud; y una
segunda secuencia de complemento efector;

en donde cada secuencia efectora es al menos 85% complementaria a la transcripcion predicha de una secuencia

diana, y en donde al menos una de las secuencias efectoras comprende cualquiera de los 10 o mas nucledtidos
contiguos del conjunto de secuencias expuestas en SEQ ID NO: 9. La primera, segunda y tercera secuencia
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efectora pueden comprender cada uno una secuencia seleccionada de cualquier 10 o mas nucleétidos contiguos
dentro de una secuencia de entre el grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27, o alternativamente, cada secuencia
efectora también puede ser una variante de la SEQ ID NOS: 1-27, que tiene 1, 2, 3, 4 o 5 variaciones de nucledtidos
en todavia una realizacién adicional, cada secuencia efectora puede constar de 22 nucleétidos, de los cuales 17, 18,
19, 20, 21 o todos los 22 nucledtidos son nucledtidos contiguos de una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOS: 1-27. Cuando haya multiples secuencias efectoras, pueden representar una combinacion
de los 3 tipos descritos anteriormente. en realizaciones de la invencion, el agente ddRNAi comprende en una
direccion 5'a 3":

(i) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; una segunda secuencia efectora
de al menos 17 nucledtidos de longitud; una segunda secuencia de complemento efector; y una primera
secuencia de complemento efector; o

(ii) una primera secuencia efectora de al menos 17 nucledtidos de longitud; una primera secuencia de
complemento efector; una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucledtidos de longitud; y una
segunda secuencia de complemento efector;

en donde cada secuencia efectora es al menos 85% complementarias a la transcripcién predicha de una secuencia
diana, y en donde al menos una de las secuencias efectoras comprende cualquiera de los 10 o mas nucledtidos
contiguos del conjunto de secuencias expuestas en SEQ ID NO: 9.

Version de horquilla multiple

[0094] En una realizacion alternativa, se proporciona un agente dirigido por ADN de interferencia ARN (ddRNAI)
para inhibir la expresién de una o mas secuencias diana en un gen de virus de la hepatitis B (VHB), el agente
ddRNAIi comprende, en una direccién 5' a 3', al menos:

una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud;
un primer complemento efector;

una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; y
un primer complemento efector

en donde cada secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha de una region del
gen diana.

[0095] Alternativamente, al menos un efector, y preferiblemente ambas secuencias efectoras, es 100%
complementario a la transcripcion predicha de una regién del gen diana.

[0096] Esto resultara en un agente ddRNAi con una estructura como se muestra en la Figura 1B o C, dependiendo
del tipo de casete de expresion que utiliza para expresarlo (véase mas adelante en la especificacion). Véase
también el documento W0O2005/087926 y W0O2006/084209.

[0097] Preferentemente, las secuencias efectoras primera y segunda se seleccionan ambos de cualesquiera 10 o
mas y preferiblemente cualesquiera 17 o mas nucleétidos contiguos dentro de una secuencia de entre el grupo que
consiste en SEQ ID NOS: 1-27. Por ejemplo, en una forma de realizacién, se proporciona un agente dirigido por
ADN de interferencia ARN (ddRNAI) para inhibir la expresion de una o mas secuencias diana en un virus de la
hepatitis B (HBV) gen, el agente ddRNAi que comprende, en una direccion 5' a 3', al menos:

una primera secuencia efectora de cualquiera de los 10 o mas nucledtidos contiguos dentro de
GAUUGACGAUAAGGGAGA (SEQ ID NO: 1);

una primera secuencia de complemento efector;

una segunda secuencia de efector cualquiera de los 10 o mas nucledtidos contiguos dentro de
UUGAAGUCCCAAUCUGGAU (SEQ ID NO: 2) o GCCGGGCAACGGGGUAAAGGUUC (SEQID NO: 3); y

una segunda secuencia de complemento efector.

[0098] Cada secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha de una region del
gen diana.

[0099] Alternativamente, al menos un efector, y preferiblemente ambas secuencias efectoras, es 100%
complementario a la transcripcion predicha de una regién del gen diana.

[0100] En realizaciones particularmente preferidas, la primera y segunda secuencia de efector comprende
cualesquiera 10 o mas, preferiblemente cualesquiera 17 o mas, nucledtidos contiguos dentro de las secuencias
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capaces de inhibir la expresion de una region del gen diana por al menos 70%. Preferiblemente, en esta realizacion,
cada secuencia efectora se selecciona entre SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 y SEQ
ID NO: 23.

[0101] En las realizaciones de la invencion, al menos una de las secuencias efectoras comprende cualesquiera 10 o
mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

[0102] En una realizacion en la que el agente ddRNA. tiene 3 secuencias efectoras, se proporciona un agente ARN
dirigido por interferencia ADN (ddRNAI) para inhibir la expresién de una o mas secuencias diana en un virus de la
hepatitis B de genes (HBV), comprendiendo el agente ddRNAI, en una direccién 5' a 3', al menos:

una primera secuencia efectora de cualquiera de los 10 o mas nucledtidos contiguos dentro de
GAUUGACGAUAAGGGAGA (SEQ ID NO: 1);

una primera secuencia de complemento efector;

una segunda secuencia efectora de cualquiera de los 10 o mas nucleétidos contiguos dentro de
UUGAAGUCCCAAUCUGGAU (SEQ ID NO: 2);

una segunda secuencia de complemento efector;

una tercera secuencia efectora de cualquiera de los 10 o mas nucledtidos contiguos dentro de
GCCGGGCAACGGGGUAAAGGUUC (SEQ ID NO: 3);y

una tercera secuencia de complemento efector.

[0103] Cada secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha de una region del
gen diana.

[0104] Alternativamente, al menos un efector, y, opcionalmente, 2 de los 3 o todos los 3 de los efectores, es 100%
complementario a la transcripcion predicha de una regién del gen diana.

[0105] En realizaciones particularmente preferidas, la primera, segunda y tercera secuencia de efector comprende
cualesquiera 10 o mas, preferiblemente, cualesquiera 17 o mas, nucledtidos contiguos dentro de las secuencias
capaces de inhibir la expresion de una region del gen diana por al menos 70%. Preferiblemente, en esta realizacion,
cada secuencia efectora se selecciona entre SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13y SEQ
ID NO: 23.

[0106] En las realizaciones de la invencién, al menos una de las secuencias efectoras comprende cualesquiera de
10 o mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

[0107] En todavia realizaciones adicionales, la primera secuencia de efector puede ser cualquiera de los 10 o mas
nucledtidos contiguos dentro de una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27;
la segunda secuencia de efector puede ser cualquier 10 o mas nucleétidos contiguos dentro de una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27; la tercera secuencia efectora puede ser cualquiera de
los 10 0 mas nucledtidos contiguos dentro de una secuencia seleccionada del grupo que consiste SEQ ID NOS: 1-
27; y cualesquiera secuencias efectoras adicionales pueden ser cualquiera de los 10 o mas nucleétidos contiguos
dentro de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27. Preferiblemente, cada
secuencia efectora es al menos 17 nucleotidos contiguos.

[0108] Cada secuencia efectora también puede ser una variante de la SEQ ID NOS: 1-27, que tiene 1,2, 3,405
variaciones de nucleotidos. Preferiblemente, las diferencias estan presentes en los primeros y/o los ultimos 5
nucledtidos, y al menos los 10-12 nucleétidos centrales son 100% complementarios a la transcripcion predicha de
una region del gen diana. Tales realizaciones son particularmente Utiles para dirigir HBV mutantes de escape, asi
como diferentes genotipos virales o cuasi especies. En las realizaciones de la invencion, al menos una de las
secuencias efectoras comprende cualquiera de los 10 o mas nucleétidos contiguos de la secuencia expuesta en
SEQ ID NO: 9, y las secuencias efectoras primera y segunda son al menos 17 nucleétidos de longitud.

[0109] La primera, segunda y tercera secuencia efectora puede comprender cada una una secuencia seleccionada
de cualesquiera 10 o mas nucleétidos contiguos dentro de una secuencia del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-
27, o alternativamente, cada secuencia efectora también puede ser una variante de la SEQ ID NOS: 1-27, que tiene
1, 2, 3, 4 o 5 variaciones de nucledtidos. Aun en una mayor forma de realizacion, cada secuencia efectora puede
constar de 22 nucleétidos, de los cuales 17, 18, 19, 20, 21 o 22 nucledtidos son nucledtidos contiguos de una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27. En las realizaciones de la invencion, al
menos una de las secuencias efectoras comprende cualquiera de los 10 o mas nucledtidos contiguos de la
secuencia expuestos en la SEQ ID NO: 9. Cuando haya multiples secuencias efectoras, pueden representar una
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combinacion de los 3 tipos descritos arriba. Ademas, en la estructura de horquilla larga o la estructura de horquilla
multiple el agente ddRNAIi puede incluir secuencias efectoras adicionales y las correspondientes secuencias
complementarias de acuerdo con una de las siguientes formulas:

Horquilla larga:

* [Secuencia efectora]+-1p [Secuencia de complemento efector]i-10
Horquilla multiple

* [Secuencia de efector-secuencia de complemento efector]1-10

[0110] Preferiblemente, en la formula de horquilla larga, el nimero de secuencias efectoras es igual al nimero de
secuencias de complemento efector. Tipicamente, hay 2, 3, 4 o 5 secuencias efectoras, y por consiguiente, 2, 3, 4 o
5 secuencias de complemento efector, respectivamente.

[0111] Cuando el agente ddRNAI contiene mas de una secuencia efectora, las secuencias efectoras pueden ser
iguales o diferentes. Por ejemplo, si un agente ddRNAI tiene 3 secuencias efectoras, 2 secuencias efectoras pueden
tener la misma secuencia, mientras que 1 es diferente. Alternativamente, todas las 3 secuencias efectoras pueden
ser diferentes. Preferiblemente, las secuencias efectoras son cualesquiera 10 o mas y preferiblemente cualesquiera
17 o mas nucledtidos contiguos en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27, o
variantes de las secuencias de SEQ ID NOS: 1-27 que tienen 1, 2, 3, 4 o 5 variaciones de nucleétidos.
Preferiblemente, las diferencias estan presentes en los primeros y/o los ultimos 5 nucleétidos, y al menos los 10-12
nucledtidos centrales son 100% complementarias a la transcripcion predicha de una region del gen diana.

[0112] Cuando el objetivo es una Unica region de una secuencia diana que tiene variantes naturales (por ejemplo,
diferentes genotipos o cuasi especies), mutantes de escape, o polimorfismos de nucledtido unico (SNP), es
preferible que al menos una secuencia efectora se selecciona de entre cualesquier 10 o mas y preferiblemente
cualesquiera 17 o mas nucleotidos contiguos dentro de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NOS: 1-27, mientras que otras secuencias efectoras son variantes de esa secuencia elegida. Por ejemplo, una
primera secuencia de efector puede comprender 20 nucledtidos de SEQ ID NO: 1; la segunda secuencia efectora,
por lo tanto, debe ser una variante de la SEQ ID NO: 1.

[0113] En todos los casos, en las realizaciones de la invencion, al menos una de las secuencias efectoras
comprende cualesquier 10 o mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9, y las
secuencias efectoras primera y segunda son por lo menos 17 nucleétidos de longitud.

Estructuras de horquilla

[0114] En las realizaciones anteriores, la secuencia efectora se hibrida con su secuencia efectora complementaria
correspondiente para formar una estructura de horquilla. Al final de la horquilla, dos 0 mas nucleétidos no unidos
forman la 'bisagra' o ‘bucle’. En una realizacion, los nucleétidos no unidos son parte de la secuencia efectora y la
secuencia de complemento efector, de tal manera que sélo una parte de los al menos 17 nucleétidos de la
secuencia efectora formara un duplex con su correspondiente secuencia de complemento efector. Por ejemplo,
cuando la secuencia efectora y su complemento son ambos 22 nucleétidos de largo, 19 de los nucleétidos puede
emparejarse para formar una region de doble cadena, dejando un total de 6 nucledtidos (3 de cada hebra) para
formar un unico bucle de cadena y unirse a la secuencia efectora y su secuencia de complemento efector.

[0115] En una realizacién alternativa, una secuencia adicional que no es complementaria a si misma, la secuencia
diana, la secuencia efectora o la secuencia complementaria a la secuencia efectora pueden ser incluidas en la
ddRNAI. Como tal, en otra realizacién mas de la invencion, el agente ddRNAI incluye ademas una secuencia de 2 a
100 nucledtidos desapareados capaces de formar un bucle, mas preferiblemente, de 2 a 10 nucledtidos no
apareados. En una realizacion preferida, el bucle incluye la secuencia de nucledtidos AA, UU, UUA, UUAG,
UUACAA, CAAGAGA o N1AAN2, Donde N1 y N2 son cualesquiera de C, G, U y Ay pueden ser iguales o diferentes.

[0116] Puede haber uno o mas bucles en funcién de la estructura del agente ddRNAi. Cuando un agente ddRNAi
tiene una larga estructura de horquilla basada en formula [secuencia efectora]1-10 [Secuencia de complemento
efector]1-10 secuencia no auto-complementaria adicional para dar lugar a una unica estructura de bucle esta
contenida entre la uUltima secuencia efectora y la secuencia de complemento efector de esa Ultima secuencia
efectora, tal como se ilustra en la Figura 1D. En esta realizacion, por lo tanto, se proporciona un agente dirigido por
ADN de interferencia ARN (ddRNAI) para inhibir la expresidon de una o mas secuencias dianas en un virus del gen de
hepatitis B (VHB), el agente ddRNAi que comprende, en una direccion 5' a 3', al menos:

una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud;

una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud;
una secuencia de 2 a 100 nucleétidos no auto-complementaria;
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una segunda secuencia de complemento efector; y
una primera secuencia de complemento efector

en donde cada secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha de una region del
gen diana. En todas las realizaciones de la invencion, al menos una de las secuencias efectoras comprende
cualesquiera de 10 o mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

[0117] Cuando el agente ddRNAI tiene una estructura de horquilla multiple basada en férmula [secuencia efectora-
secuencia de complemento efector]1-10 secuencia adicional no auto-complementaria esta contenida entre cada
secuencia efectora y su secuencia complementaria para dar lugar a una estructura de bucle, como se ilustra en la
Figura 1E y F (dependiendo del tipo de casete de expresion que utiliza para expresarlo (véase mas adelante en la
especificacion). En esta realizacion, se proporciona un agente de ADN dirigido a ARN de interferencia (ddRNAI) para
inhibir la expresion de una o mas secuencias diana en un gen de virus Hepatitis B (VHB), el agente ddRNAi que
comprende, en una direccién 5' a 3', al menos:

una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud;
una secuencia de 2 a 100 nucleétidos no auto-complementaria;

una primera secuencia de complemento efector;

una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud;
una secuencia de 2 a 100 nucledtidos no auto-complementaria; y

una segunda secuencia de complemento efector

en donde cada secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha de una region del
gen diana.

[0118] En esta forma de realizacion donde hay mas de dos secuencias efectoras y dos del complemento efector, vy,
por lo tanto, mas de dos estructuras de horquilla, la longitud de la secuencia adicional no auto-complementaria que
forma cada estructura de bucle no tiene que ser igual. Por ejemplo, una estructura de bucle puede tener 5
nucleétidos, mientras que otra estructura de bucle puede tener 9 nucleétidos. En todas las realizaciones de la
invencion, al menos una de las secuencias efectoras comprende cualquiera de los 10 o mas nucleétidos contiguos
de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

2 agentes hebra ddRNAi

[0119] Como se apreciara por un experto en la técnica, no es necesario que todo el agente ddRNAi se exprese
como una secuencia. Por ejemplo, también se describe que la primera secuencia de efector puede ser generada
(por ejemplo, transcribirse por una secuencia de ADN), y la primera secuencia de complemento efector puede
generarse (por ejemplo, transcribirse a partir de una secuencia separada de ADN). Opcionalmente, una secuencia
de bucle puede estar unida a cualquiera de transcripciéon o una parte del bucle unido al 3' final de una transcripcién y
el extremo 5' de la otra transcripcion. Dentro de la célula, las dos transcripciones forman entonces el agente ddRNAI
al hibridarse a través de recocido entre la secuencia de efector/es y su complemento/s.

Agentes ddRNAi expresados in vitro o agentes siRNA sintetizados quimicamente

[0120] Si bien se prevé que el tratamiento eficaz de la infeccién crénica por HBV requerira que los agentes ddRNAI
se expresen in vivo de constructos ddRNAI (como se describe a continuacion), puede haber circunstancias en las
que es deseable administrar agentes ddRNAi que se expresan in vifro o administrar siRNAs que se sintetizan
quimicamente, funcionando de ese modo mas como una terapia transitoria. La infeccion por VHB aguda, por
ejemplo, se puede beneficiar de un tratamiento a corto plazo con siRNAs que no se integran y se replican en las
células.

[0121] Por tanto, los agentes ddRNAi de la invencion pueden ser expresados in vitro y luego administrados a las
células diana. Alternativamente, siRNAs pueden sintetizarse quimicamente y luego administrarse a las células diana.
A la luz de esto, un pequefio agente de interferencia de ARNi (agente de siRNA) para inhibir la expresion de una o
mas secuencias diana en un gen de virus de la hepatitis B (HBV), comprendiendo el siRNA

una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; y
una primera secuencia de complemento efector;

en donde se describe la secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha de una
region del gen diana.

[0122] De manera similar a los agentes ddRNAi descritos anteriormente, el agente de siRNA puede también incluir
mas de una secuencia efectora para la orientacion multiple. Las secuencias efectoras se dirigen preferentemente si
gen de la polimerasa del VHB, y mas preferiblemente, se seleccionan de cualrdquiera 10 o mas y preferiblemente
cualesquiera 17 o mas nucledtidos contiguos dentro de una secuencia del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27.
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[0123] Es posible considerable flexibilidad en el disefio de siRNAs. Tipicamente siRNAs consisten en moléculas de
ARNDbc con 5'-fosfato y los residuos 3'-hidroxilo, longitudes de hebra pueden variar de 21-29 nucleétidos y pueden
opcionalmente estar disefiadas para incluir 2 nucleétidos 3' salientes. En algunas realizaciones cada hebra puede
sintetizarse como N19-27TT (donde TT puede ser desoxirribonucleotidos). siRNAs pueden ser facilmente disefiados
en base a las regiones de SEQ ID NOS: 1-27 como se describe

anteriormente y se pueden utilizar terapéuticamente como secuencias individuales o en cualquier combinacion.
Alternativamente agentes siRNA pueden consistir de moléculas de ARN individuales que contienen secuencias
efectoras y el complemento efector similares o idénticas a las expresadas a partir de casetes de expresion de
ddRNAI. Estas secuencias se pueden basar en SEQ ID NOS: 1-27 y se pueden utilizar terapéuticamente como
secuencias individuales o en cualquier combinacién. Los siRNAs pueden ser sintetizados quimicamente con
fosforamiditas de ribonucledsido apropiadamente protegidas y un sintetizador convencional y por lo tanto estan
ampliamente disponibles comercialmente y capaces de ser disefiadas y sintetizadas de acuerdo con métodos
rutinarios en la técnica. En realizaciones preferidas, los siRNAs tienen las secuencias de cualquiera de los 10 o mas
nucledtidos contiguos dentro de una secuencia de una o mas de las SEQ ID NOS: 1-27.

[0124] Un numero de reactivos de transfeccion se han utilizado para la entrega de siRNA en diferentes lineas
celulares. Lipofectamina 2000 y Oligofectamina se utilizan habitualmente para la entrega de siRNA. siRNAs
desnudos también se han entregado por métodos de transfeccion hidrodinamicos. Otros métodos de entrega serian
conocidos por la persona experta.

Casetes de expresion del agente ddRNAI

[0125] Como se ha explicado anteriormente, los agentes ddRNAI de la invencion y como se describe se expresan a
partir de expresion de casetes de ADN insertados en cualquier vector adecuado o constructo ddRNAI. Casetes de
expresion de ddRNAi comprenden (sin orden particular):

* una 0 mas secuencias promotoras

¢ secuencias de uno o mas ADN que codifican para una o mas secuencias efectoras

¢ una o mas secuencias de ADN que codifican para una o mas secuencias de complemento efector;

* una 0 mas secuencias terminadoras
y opcionalmente

¢ secuencias de uno o mas ADN que codifican para secuencias de bucle
* una 0 mas secuencias potenciadoras.

[0126] En una realizacién descrita, se proporciona un casete de expresion de interferencia ARN (ddRNAI) dirigido
por ADN para expresar un agente ddRNAI, donde el agente ddRNAi inhibe la expresion de una o mas secuencias
diana en genes de virus de la hepatitis B (HBV), comprendiendo el casete de expresion ddRNAI, en una direccion 5'
a3"

una secuencia promotora

una secuencia de ADN que codifica para una primera secuencia de efector

opcionalmente una secuencia que codifica para la secuencia capaz de formar un bucle

una secuencia de ADN que codifica para una primera secuencia de complemento efector; y
una secuencia terminadora.

[0127] La secuencia de ADN que codifica para la primera secuencia efectora es preferiblemente un ADN que
codifica para 10 o mas, preferiblemente 17 o mas, nucledtidos contiguos dentro de una secuencia de una cualquiera
de SEQ ID NOS: 1-27. En particular

una forma de realizacién preferida, la primera secuencia de efector comprende cualesquiera 10 o mas,
preferiblemente cualesquiera 17 o mas, nucledtidos contiguos dentro de las secuencias capaces de inhibir la
expresion de una region del gen diana en por lo menos 70%. Preferiblemente, en esta forma de realizacion, la
primera secuencia efectora se selecciona entre SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13y
SEQ ID NO: 23.

[0128] Alternativamente, como se describe anteriormente en relacion con el propio agente ddRNAI, la secuencia que

codifica para la secuencia efectora puede codificar una secuencia efectora que varia por 1, 2, 3, 4 0 5 nucleétidos de
SEQ ID NOS: 1-27 sin que afecta a la capacidad de la secuencia efectora codificada a par de bases con la

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730393 T3

secuencia diana e inhibir la expresién de la secuencia diana. En realizaciones de la invencion, al menos una de las
secuencias efectoras comprende cualesquier 10 o mas nucledétidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ
ID NO: 9.

[0129] La persona experta apreciara que una secuencia de ADN que codifica cualquier secuencia de ARN dada es
la misma secuencia que el ARN, pero que tiene las bases de timina (T) en lugar de bases de uracilo (U).

[0130] Los casetes de expresion ddRNAI de la divulgacion y la invencion de codificacion de agentes ddRNAIi que
tienen mas de una secuencia efectora en una estructura de horquilla larga comprenden, en una direccion 5' a 3"

una secuencia promotora;

una secuencia de ADN que codifica para una primera secuencia de efector;

una secuencia de ADN que codifica para una segunda secuencia de efector;

opcionalmente una secuencia que codifica para la secuencia capaz de formar un bucle;

una secuencia de ADN que codifica para una segunda secuencia de complemento efector;

una secuencia de ADN que codifica para una primera secuencia de complemento efector; y

una secuencia terminadora.
[0131] Preferiblemente, las secuencias de ADN codifican las secuencias de efector primera y segunda
seleccionadas de cualesquiera 10 o mas y preferiblemente, cualesquiera 17 o mas nucleétidos contiguos dentro de
una secuencia de entre el grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27. Preferiblemente, la primera y segunda
secuencia efectora se selecciona entre SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13y SEQ ID NO:
23. Alternativamente, las secuencias de ADN codifican para una secuencia efectora que varia de lad SEQ ID NOS:
1-27 por 1, 2, 3, 4 o 5 nucleétidos sin afectar a la capacidad de la secuencia efectora codificados a pares de bases
con la secuencia diana e inhibir la expresion de la secuencia diana. En realizaciones de la invencién, al menos una
de las secuencias efectoras comprende cualquiera de los 10 o mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta
en la SEQ ID NO: 9, y las secuencias efectoras primera y segunda son al menos 17 nucleétidos de longitud.
[0132] Cuando el agente ddRNAI tiene mas de una secuencia efectora y una estructura de horquilla multiple basada
en la formula [Secuencia de efector-secuencia de complemento efector]1-10 expresion de cada par [secuencia de
efector-secuencia de complemento efector] puede ser controlada por un Unico promotor, o, alternativamente, por un
promotor separado. Cuando se contemplen promotores separados, el casete de expresion ddRNAi comprende, en
una direccién 5' a 3"

una secuencia promotora

una secuencia de ADN que codifica para una primera secuencia de efector

una secuencia de ADN que codifica para una primera secuencia de complemento efector;

opcionalmente, una secuencia terminadora;

una secuencia promotora;

una secuencia de ADN que codifica para una segunda secuencia de efector;

una secuencia de ADN que codifica para una segunda secuencia de complemento efector; y

una secuencia terminadora.
[0133] Cuando se contempla un Unico promotor, el casete de expresion ddRNAi comprende, en una direccién 5' a 3":

una secuencia promotora

una secuencia de ADN que codifica para una primera secuencia de efector

una secuencia de ADN que codifica para una secuencia de complemento efector a la primera secuencia
efectora;

una secuencia de ADN que codifica para una segunda secuencia de efector;
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una secuencia de ADN que codifica para una secuencia de complemento efector a la segunda secuencia
efectora; y

una secuencia terminadora.

[0134] De manera similar a las realizaciones anteriores, las secuencias de ADN codifican preferiblemente las
secuencias de efector primera y segunda seleccionadas de cualesquier 10 o mas y preferiblemente cualesquiera 17
0 mas nucleodtidos contiguos dentro de una secuencia del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-27, o. secuencias
efectoras que varian en secuencia de las SEQ ID NOS: 1-27 por 1, 2, 3, 4 o 5 nucleétidos. Preferiblemente, la
primera y segunda secuencia efectora se selecciona entre SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 13y SEQ ID NO: 23.

[0135] En realizaciones de la invencion, al menos una de las secuencias efectoras comprende cualesquiera de 10 o
mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9, y las secuencias efectoras primera y
segunda son al menos 17 nucleétidos de longitud.

[0136] El casete de expresion de ddRNAI puede alternativamente describirse por referencia a la longitud total del
agente de expresado ddRNAI, que es un producto de la longitud total de la secuencia entre el promotor y el
terminador. Por ejemplo, cuando la longitud de la secuencia efectora en un Unico efector ddRNAi consta de 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 nucledtidos, el casete de expresion ddRNAi tendran una longitud de
34 a 60 nucledtidos entre el promotor y el terminador. Esta longitud puede incluir ademas de 2 a 100 nucleétidos de
"bucle" o una secuencia "bisagra", dando una longitud de entre 36 a 160 nucledtidos. Para los agentes ddRNAi que
tienen multiples secuencias efectoras, donde cada secuencia efectora consiste en 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, o 30 nucledtidos, se incrementa la longitud total

proporcionalmente.

[0137] Una forma util de disefiar casetes de expresion de ddRNAi de la invencién es asumir cortes Dicer cada 22
nucledtidos (también conocidos como phasing 22nt), y procesos de la base de la shRNA. Por lo tanto, las
secuencias de ADN que codifican secuencias efectoras pueden disefiarse para codificar cualesquier 10 o mas, y
preferiblemente cualesquiera 17 o mas nucledtidos contiguos dentro de una secuencia de entre el grupo que
consiste en SEQ ID NOS: 1-27, junto con espaciadores apropiados y otros requisitos de secuencia para el promotor
apropiado. Por ejemplo, algunas de las secuencias enumeradas en las SEQ ID NOS: 1-27 son mayores que 22
nucleétidos; en estos casos solamente una porcioén de la secuencia debe ser unida operativamente a un promotor.

[0138] Agentes dirigidos a diferentes sitios de mMRNA son apropiados para la construccion de shRNA, ya que pueden
evitar la influencia de las estructuras secundarias de ARNm, y asi realizar sus funciones independientemente.

[0139] Cuando se utiliza un promotor U6, es preferible que la secuencia de ADN unida operativamente al promotor
se inicia con una base guanina (G); cuando se utiliza un promotor H1, es preferible que la secuencia de ADN unida
operativamente al promotor comienza con una base de adenina (A). Por tanto, la secuencia efectora de codificacion
puede ser modificada en consecuencia. Para algunas secuencias de SEQ ID NOS: 1-27, secuencias efectoras son
mas cortas que 22nts; en estos casos es preferible incluir secuencias de HBV adyacentes a los sitios diana de HBV.
Esto serviria para maximizar la homologia de secuencias efectoras al VHB mRNAs y también podria permitir la
inclusién de residuos de A o G para permitir la iniciacion de la transcripciéon eficiente de los promotores U6 o H1
como se describe anteriormente. Por otra parte, para la transcripcion de Estados Unidos en particular, la secuencia
efectora es deseablemente colocada 3' del bucle para evitar la 5' G necesaria para la transcripcién U6 eficiente.

[0140] En algunos casos, puede ser deseable evitar la secuencia de ADN TTTT dentro de efector, complemento
efector o secuencias de bucle ya que estos pueden actuar como terminadores de la transcripcion en las
construcciones de expresion que utilizan promotores Pol Ill tales como U6 o H1. El disefio shRNA también debe
tomar en cuenta que se espera que la terminacién U6 afiada un UU al extremo 3' a la shRNA. En el disefio de ARN
de horquilla larga, a veces es ventajoso modificar la eleccion precisa de secuencias efectoras (ya sea el uso de
secuencias de, o adyacentes a la SEQ ID NOS: 1-27) para maximizar la probabilidad de que secuencias efectoras
Dicer procesadas incluyan un 5'U o A, alentando de este modo la incorporacion en AGO?2.

[0141] La eleccion de si se controla la expresion de cada par [secuencia efectora-secuencia de complemento
efector] depende de una serie de factores. Un Unico promotor puede ser utilizado para minimizar la interferencia
entre promotores. Un constructo ddRNAI j con sélo un Unico promotor es también mas pequefio en tamafo, que
puede ser importante en algunos casos para la estabilidad de la construccion, tanto durante la produccién (por
ejemplo, la replicacién en E. coli) como la entrega. Ademas, el uso de un uUnico promotor evita la posibilidad de
cualquier recombinacion homologa entre promotores.

[0142] En circunstancias donde se requiere un grado de regulacion de la expresion de cada secuencia o
complemento efector, es ventajoso disefiar un constructo de ddRNAi que tenga multiples promotores, por lo que la
expresion de cada par de [secuencia efector - secuencia complementaria effector] se controla mediante un promotor
independiente. En circunstancias donde las secuencias efectoras son de una secuencia diferente, la naturaleza de la
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secuencia puede significar que una secuencia se expresa a niveles de expresion mas altos. Cuando se desea
garantizar niveles de expresién mas iguales de cada secuencia de efector, la secuencia de efector mas expresada
puede emparejarse con un promotor mas deébil y viceversa. Ademas, se puede lograr una expresion mas eficiente ya
que la longitud de cualquier secuencia a transcribir es mas corta. Cuando se usan multiples promotores, es
preferible que no todos los promotores sean iguales para minimizar el riesgo de cualquier recombinacion homéloga
entre ellos. En el caso de 2 promotores, cada uno es preferiblemente diferente. En el caso de 3 promotores, al
menos 2 y opcionalmente los 3 son diferentes entre si.

[0143] La secuencia de ADN que codifica la secuencia efectora estd unido operativamente a la secuencia
promotora. Una secuencia esta "unida operativamente" a otra secuencia de nucledtidos cuando se coloca en una
relacion funcional con otra secuencia de nucleétidos. Por ejemplo, si una secuencia de codificacion esta unida
operativamente a una secuencia promotora, esto generalmente significa que el promotor promueve la transcripcion
de la secuencia de codificacion. Operativamente enlazado significa que las secuencias de ADN que se enlazan son
tipicamente contiguas y, cuando sea necesario para unir dos regiones codificantes de proteinas, contiguas y en el
marco de lectura. Sin embargo, dado que los potenciadores pueden funcionar cuando estan separados del promotor
por varias kilobases y las secuencias intrénicas pueden tener una longitud variable, algunas secuencias de
nucleétidos pueden estar operativamente unidas pero no son contiguas.

[0144] Un "promotor" o "secuencia promotora" o "elemento promotor" es generalmente una regidon reguladora de
ADN capaz de unirse a la ARN polimerasa en una célula e iniciar la transcripciéon de un polinucleétido o polipéptido
secuencia codificante tal como ARNm o cualquier tipo de ARN transcrito por cualquier clase de cualquier ARN
polimerasa. El promotor y el terminador pueden tomarse de diferentes genes, pero tipicamente estan emparejados
entre si; es decir, las secuencias o elementos del promotor y del terminador se toman del mismo gen en el que
ocurren naturalmente. Los promotores también pueden o no modificarse utilizando técnicas moleculares, o de otro
modo, por ejemplo, mediante la mutacion de elementos reguladores tales como potenciadores, para alcanzar niveles
mas altos o mas bajos de transcripcion.

[0145] EI término "constitutivo" cuando se hace en referencia a un promotor significa que el promotor es capaz de
dirigir la transcripcion de una secuencia de acido nucleico unida operativamente en presencia o ausencia de un
estimulo especifico (por ejemplo, choque térmico, sustancias quimicas, luz, etc.).

[0146] Tipicamente, los promotores constitutivos son capaces de dirigir la expresion de una secuencia codificante en
sustancialmente cualquier célula y cualquier tejido. Los promotores utilizados en los casetes de expresion para
transcribir los agentes de ddRNAi son preferiblemente promotores constitutivos, tales como los promotores para los
genes de ubiquitina, CMV, ®- actina, histona H4, EF-1alfa o pgk cuya expresion esta controlada por la ARN
polimerasa Il que se une al promotor, o elementos promotores que estan unidos por la ARN polimerasa I. En otras
realizaciones, se emplea un promotor Pol Il tal como CMV, SV40, hAAT, U1, ®- actina o un promotor hibrido Pol Il.
En otras realizaciones, se utilizan elementos promotores unidos por la ARN polimerasa Ill, como los promotores U6
(U6-1, U6-8, UB-9, por ejemplo), el promotor H1, el promotor 7SL, los promotores Y humanos (hY1, hY3, hY4 (ver
Maraia, et al., Nucleic Acids Res 22 (15): 3045-52 (1994)) y hY5 (ver Maraia, et al., Nucleic Acids Res 24 (18): 3552-
59 (1994)), el promotor MRP-7-2 humano, el promotor VA1 del adenovirus, los promotores del ARNt humano, los
promotores del ARN ribosomal 5S, asi como los hibridos funcionales y las combinaciones de cualquiera de estos
promotores. También se pueden utilizar variantes de estos promotores, en donde el promotor se modifica para
disminuir o aumentar su actividad. Por ejemplo, si un promotor fuerte causa demasiada expresion de la secuencia
operativamente vinculada a él, puede modificarse para disminuir su actividad.

[0147] Cuando se usa un promotor U6, es preferible que la secuencia de ADN unida operativamente al promotor
comience con una base de guanina (G); cuando se usa un promotor H1, es preferible que la secuencia de ADN
unida operativamente al promotor comience con una base de adenina (A). Las secuencias de los acidos nucleicos
pueden por lo tanto favorecer el uso de un promotor sobre otro.

[0148] Como alternativa, en algunas realizaciones, puede ser Optimo seleccionar promotores que permitan la
expresion inducible de los multiples agentes de ddRNAi expresados a partir de la construccion de ddRNAi. Se
conocen en la técnica varios sistemas para la expresion inducible que usan dichos promotores, que incluyen, entre
otros, el sistema sensible a la tetraciclina y el sistema represor-operador lac (ver la publicacion WO 03/022052 A1y
la publicacion de patente de EE.UU. 2002/0162126 A1), el sistema regulado por ecdisona, o los promotores
regulados por glucocorticoides, progestinas, estrogenos, RU-486, esteroides, hormonas tiroideas, AMP ciclicas,
citoquinas, la familia de reguladores del calciferol o el promotor de la metalotioneina (regulado por metales
inorganicos).

[0149] Los promotores utiles en algunas realizaciones de la presente invencion pueden ser especificos de tejido o
especificos de célula. El término "especifico del tejido", como se aplica a un promotor, se refiere a un promotor que
es capaz de dirigir la expresion selectiva de una secuencia de nucledtidos de interés para un tipo especifico de tejido
en la ausencia relativa de expresion de la misma secuencia de nucleétidos de interés en un tipo diferente de tejido
(por ejemplo, el cerebro). El término "especifico de la célula" tal como se aplica a un promotor se refiere a un
promotor que es capaz de dirigir la expresion selectiva de una secuencia de nucleétidos de interés en un tipo
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especifico de célula en la ausencia relativa de expresion de la misma secuencia de nucleétidos de interés en una
Diferentes tipos de células dentro del mismo tejido. El término "especifico de la célula" cuando se aplica a un
promotor también significa un promotor capaz de promover la expresion selectiva de una secuencia de nucledtidos
de interés en una region dentro de un solo tejido. Alternativamente, los promotores pueden ser constitutivos o
regulables. Ademas, los promotores pueden ser modificados para que posean diferentes especificidades.

[0150] En el caso de la infeccion por VHB, promotores especificos de higado pueden ser utilizados. Ejemplos de
promotores especificos de higado son el promotor alfa de antitripsina alfa (hAAT), la apolipoproteina H (ApoH) y el
promotor de acetil transferasa de lecitina y colesterol (LCAT). Alternativamente, se puede utilizar la transtiretina o el
promotor TTR. El promotor TTR se deriva del gen de prealbimina de ratén y también se conoce como prealbumina.
El promotor de TTR de longitud completa normalmente controla la expresion de la proteina de unién a la tiroxina
sérica, que es producida por los hepatocitos y por el epitelio del plexo coroideo en adultos. En una realizacion, un
promotor de TTR preferido es un promotor de TTR en el que la regidon que controla la expresion del plexo coroideo
se elimina, pero retiene las regiones que dirigen la expresion especifica del higado. Véanse, por ejemplo, los
documentos W0O2007/120533 y US20060189561.

[0151] Como se sefiald anteriormente, elementos potenciadores se incluyen opcionalmente en las construcciones
ddRNAi de la invencién. Un elemento potenciador preferido es ApoE. El elemento potenciador ApoE consta de
aproximadamente 155 pb derivados de la apolipoproteina E (ApoE). ApoE media la union, la internalizacion y el
catabolismo de las particulas de lipoproteinas y es un ligando para el receptor de lipoproteinas de baja densidad
(ApoB/E) y para el receptor ApoE de los tejidos hepaticos. El potenciador genético asociado con el gen ApoE es un
elemento de control eucariota que puede aumentar la transcripcién de un acido nucleico especificamente en el
higado. El potenciador de ApoE puede ubicarse hasta 2000 nucleétidos corriente arriba o corriente abajo de un
promotor especifico del higado, y puede estar presente en mas de una copia. Una ApoE/hAAT es una combinacion
de potenciador/promotor preferida.

[0152] Alternativamente, se puede usar un potenciador sintético (SynEnh), como el descrito en el documento
US20060189561.

[0153] Cuando el casete o construccion de expresion ddRNAIi contiene mas de una secuencia o elemento
terminador, las secuencias o elementos terminadores pueden ser iguales o diferentes, o puede haber una
combinacion de elementos de terminacién representados solo una vez y los elementos de terminacion
representados dos veces o mas dentro de cualquier casete. Independientemente de las secuencias o elementos
terminadores que se utilicen, deben seleccionarse para garantizar que funcionen adecuadamente con el promotor
especifico del higado utilizado. En los casos en que se usan los promotores Pol I, Pol Il o Pol lll, se deben emplear
las secuencias de terminacion apropiadas. Los elementos de terminacion Utiles en la presente invencion incluyen la
secuencia de terminacion U1 (caja U1), el terminador sintético polyA y el llamado terminador minimo PolyA. Los
sitios de pausa transcripcional, como MAZ1 y MAZ2, (ver Ashfield et al. EMBO J 1994 Vol13 No 23 5656 pp y
Yonaha y Proudfoot EMBO J. 2000 jul. 17; 19 (14): 3770-7) pueden insertarse aguas arriba del terminadores de
poliA para ayudar en el acoplamiento de la terminacién de la transcripcion y la poliadenilaciéon. Para los promotores
Pol 1ll, las secuencias TTTT, TTTTT o TTTTTT se usan comunmente como terminadores. En estos casos, las
transcripciones suelen terminar en la secuencia UU.

Entrega de los constructos de ddRNAi - constructos de ddRNAi basados en virus

[0154] Un reto en el desarrollo de cualquier terapéutica VHB es que practicamente todos los hepatocitos en los
pacientes estan infectados. Como tal, se requiere un medio para lograr una transduccion eficiente y uniforme de
todas las células hepaticas con el agente ddRNAI de la invencién para proporcionar una terapia génica eficaz para la
infeccion crénica por VHB. Ademas, para el tratamiento in vivo efectivo de la infecciéon por VHB, el casete de
expresion de ddRNAI de la invencién debe poder transfectarse en células primarias, células madre y células no
divisorias.

[0155] Para superar esta limitacion, los casetes de expresion ddRNAI de la invencién se introducen en un vector de
administracion, preferiblemente derivados de virus para asegurar la compatibilidad con la entrega viral, para generar
ddRNAi constructos. Como se sefialé anteriormente, el esqueleto del vector puede servir para el doble propdsito de
ser un vector de expresion asi como un vector de administracion. La generacion del constructo se puede lograr
usando cualquier técnica de ingenieria genética adecuada bien conocida en la técnica, incluyendo, sin limitacion, las
técnicas estandar de PCR, sintesis de oligonucledtidos, sintesis de ADN, digestion con endonucleasas de
restriccion, ligacion, transformacion, purificacion de plasmidos y secuenciacion de ADN. La construccion comprende
preferiblemente, por ejemplo, las secuencias necesarias para empaquetar la construccion de ddRNAi en particulas
viricas y/o secuencias que permiten la integracion de la construccion de ddRNAi en el genoma de la célula diana. La
construccion viral también puede contener genes que permiten la replicacion y propagacion del virus, aunque en
realizaciones preferidas, dichos genes se suministraran en trans. Ademas, la construccion ddRNAi puede contener
genes o secuencias genéticas del genoma de cualquier organismo conocido incorporado en forma nativa o
modificada. Por ejemplo, la construccion viral preferida comprende secuencias Utiles para la replicacion de la
construccion en bacterias.
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[0156] EI esqueleto del vector viral puede seleccionarse de lentiviral, adenoviral (Adv), y vectores virales (AAV)
adeno-asociados. Los vectores virales no integradores se pueden usar para la expresion transitoria en células en
division de los agentes de ddRNAI de la invencion o para la expresion estable a mas largo plazo en células no en
division. Los vectores virales integradores, como los vectores lentivirales, median la expresion estable a largo plazo
tanto en las células en division como en las no en division.

[0157] Alternativamente, minicircles tales como los descritos en US20040214329 puede usarse para entregar los
casetes de expresion ddRNAI. Los minicirculos proporcionan niveles persistentemente altos de transcripcion de
acido nucleico, y se caracterizan por carecer de secuencias bacterianas que silencian la expresion.

[0158] Los vectores de AAV son no patégenos y menos inmunogénicos en comparacion con otros vectores virales.
La capacidad de los vectores AAV para infectar células tanto divididas como no divididas, y para dirigir la expresion
génica a largo plazo en estos tejidos hace que sea un vehiculo util para la terapia génica. Ademas, el AAV tiene una
variedad de pseudotipos con diferentes tropismos tisulares. Un vector de AAV preferido es el pseudotipo 8 de doble
cadena de AAV (dsAAVS).

[0159] Tipicamente, el genoma de AAV contiene solo dos genes. El gen "rep" codifica para al menos cuatro
proteinas separadas utilizadas en la replicacién del ADN. El producto del gen "cap" se empalma diferencialmente
para generar las tres proteinas que comprenden la capside del virus. Al empaquetar el genoma en un virus naciente,
solo las repeticiones terminales invertidas (ITR) son secuencias obligadas; rep y cap pueden eliminarse del genoma
y reemplazarse con secuencias heterologas de eleccion. Sin embargo, para producir las proteinas necesarias para
replicar y empaquetar la construccion heteréloga basada en AAV en viriones nacientes, las proteinas rep y cap
deben proporcionarse en trans. Las funciones auxiliares normalmente proporcionadas por la coinfeccién con el virus
auxiliar, como el adenovirus o el herpesvirus, también pueden proporcionarse en trans en forma de uno o mas
plasmidos de expresion de ADN. Dado que el genoma normalmente codifica solo dos genes, no es sorprendente
que, como vehiculo de entrega, el AAV esté limitado por una capacidad de empaquetamiento de 4.5 kilobases de
cadena simple (kb). Sin embargo, aunque esta restriccion de tamafio puede limitar los genes que pueden
administrarse para terapias genéticas de reemplazo, no afecta negativamente el empaquetamiento y la expresion de
secuencias mas cortas como los vectores ddRNA..

[0160] Por consiguiente, en otro aspecto de la invencion, se proporciona una construccion de ddRNAi que
comprende un vector viral en el que se inserta un casete de expresion de ddRNAi de acuerdo con la invencién.
Preferiblemente, el casete de expresion codifica multiples agentes de ARNi, como estructuras de horquilla largas o
estructuras de horquilla multiples. En una realizacion, el vector viral es un vector AAV.

[0161] Después de la generacion de la construccion ddRNAi basado viral, el constructo estd empaquetado en
particulas viricas. Se puede usar cualquier método conocido en la técnica para producir particulas virales infecciosas
cuyo genoma comprende una copia del constructo de ddRNAi viral. Un método utiliza células de empaquetamiento
que expresan establemente en frans las proteinas virales que se requieren para la incorporacion del constructo de
ddRNAi viral en particulas virales, asi como otras secuencias necesarias o preferidas para un sistema de
administracion viral particular (por ejemplo, secuencias necesarias para la replicacion), proteinas estructurales y
ensamblaje viral) y ligandos derivados de virus o artificiales para la entrada de tejido. Después de la transfeccion de
la construcciéon de ddRNAI viral en células empaquetadoras, las células de empaquetamiento luego replican
secuencias virales, expresan proteinas virales y empaquetan las construcciones de expresion de ddRNAi en
particulas virales infecciosas. La linea celular de empaquetamiento puede ser cualquier linea celular que sea capaz
de expresar proteinas virales, incluidas, entre otras, 293, HelLa, A549, PerC6, D17, MDCK, BHK, bing cherry,
phoenix, Cf2Th o cualquier otra linea conocida o desarrollada por los expertos en la técnica. Una linea celular de
envasado se describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N° 6.218.181.

[0162] Alternativamente, una linea celular que no expresa de manera estable las proteinas virales necesarias
pueden ser co-transfectadas con una o mas construcciones de lograr una produccion eficiente de particulas
funcionales. Una de las construcciones es la construccién ddRNAi basada en virus; la otra construccion comprende
acidos nucleicos que codifican las proteinas necesarias para permitir que las células produzcan virus funcionales,
asi como otras funciones auxiliares.

[0163] La linea celular de empaquetamiento o la replicacion y la construccién de empaquetado puede no expresar
productos de genes de la envoltura. En estas realizaciones, el gen que codifica el gen de la envoltura puede
proporcionarse en una construccion separada que se cotransfecta con la construcciéon de ddRNAi basada en virus.
Como la proteina de la envoltura es responsable, en parte, del rango del huésped de las particulas virales, los virus
pueden ser pseudotipados. Como se describe mas arriba, un virus "pseudotipado” es una particula viral que tiene
una proteina de la envoltura que proviene de un virus distinto del virus del que se deriva el genoma. Un experto en la
técnica puede elegir un pseudotipo adecuado para el sistema de administracion viral utilizado y la célula a la que
debe dirigirse. Ademas de conferir un rango de huésped especifico, un pseudotipo elegido puede permitir que el
virus se concentre a un titulo muy alto. Alternativamente, los virus pueden ser pseudotipados con proteinas de la
envoltura ecotrépica que limitan la infeccidon a una especie especifica (p. €j., Las envolturas ecotropicas permiten la
infeccion, por ejemplo, solo de células murinas, donde las envolturas anfotrépicas permiten la infeccion, por ejemplo,
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de células humanas y murinas). Ademas, los ligandos modificados genéticamente pueden usarse para la orientacion
especifica de la célula, como la asialoglicoproteina para hepatocitos, o la transferrina para la unién mediada por
receptores.

[0164] Después de la produccién en una linea celular de empaquetamiento, las particulas virales que contienen los
casetes de expresion ddRNAi se purifican y cuantificado (tituld). Las estrategias de purificacion incluyen la
centrifugacion en gradiente de densidad o, preferiblemente, los métodos cromatograficos en columna.

Metodos de tratamiento

[0165] La administracion de agentes de ddRNAI, construcciones de ddRNAi o agentes de siRNA de la invencion
inhibe la expresion de genes de HBV expresados en una célula infectada con HBV. Por consiguiente, un método
para tratar la infeccién por VHB en un sujeto que comprende proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de
un agente de ddRNAI a un paciente que necesita tratamiento, en el que el agente de ddRNAi inhibe la expresion de
una o mas secuencias diana en un gen del virus de la hepatitis B (HBV) Preferiblemente, se describe el gen de
polimerasa de HBV. El agente ddRNAi que se administrara al paciente puede ser uno o mas de:

e un agente ddRNAiI que comprende una primera secuencia efectora; y una primera secuencia de
complemento efectora; en donde la secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la
transcripcion predicha de una region del gen diana

e el agente ddRNAi comprende, en una direccion 5 a 3', una primera secuencia efectora; una segunda
secuencia efectora; una segunda secuencia de complemento efectora; y una primera secuencia de
complemento de efector, en la que cada secuencia de efector esta sustancialmente complementaria a la
transcripcion predicha de una regién del gen diana

e un agente ddRNAi que comprende, en una direccion 5’ a 3', una primera secuencia efectora; una segunda
secuencia efectora; una tercera secuencia efectora; una tercera secuencia de complemento efector; una
segunda secuencia de complemento efectora; y una primera secuencia de complemento efectora en la que
cada secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha de una region del
gen diana

e un agente ddRNAi que comprende, en una direcciéon 5’ a 3', una primera secuencia efectora; una primera
secuencia de complemento efectora; una segunda secuencia efectora; y una segunda secuencia de
complemento efectora en la que cada secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la
transcripcion predicha de una region del gen diana

e un agente ddRNAi que comprende, en una direcciéon 5’ a 3', una primera secuencia efectora; una primera
secuencia de complemento efectora; una segunda secuencia efectora; una segunda secuencia de
complemento efector; una tercera secuencia efectora; y una secuencia complementaria del tercer efector;
en donde cada secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha de una
region del gen diana

e un agente ddRNAi que comprende, en una direccion 5’ a 3', una primera secuencia efectora; una segunda
secuencia efectora; una secuencia de 2 a 100 nucledtidos no auto-complementarios; una segunda
secuencia de complemento efectora; y una primera secuencia de complemento efectora en la que cada
secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripcion predicha de una region del gen
diana.

e un agente ddRNAi que comprende, en una direcciéon 5" a 3', una primera secuencia efectora; una secuencia
de 2 a 100 nucledtidos no auto-complementarios; una primera secuencia de complemento efectora; una
segunda secuencia efectora; una secuencia de 2 a 100 nucleétidos no auto-complementarios; y una
segunda secuencia de complemento efectora en la que cada secuencia efectora es sustancialmente
complementaria a la transcripcion predicha de una regién del gen diana.

[0166] Como se entendera por un experto en la técnica, y como se ilustra en las figuras, cualquier secuencia
efectora particular puede ser intercambiado en posicién con su complemento en el agente. En formas particulares de
cada una de las realizaciones descritas anteriormente, cada secuencia efectora tiene una longitud de al menos 17
nucledtidos seleccionados del grupo que consiste en 10 o mas y preferiblemente 17 o mas nucleétidos contiguos
dentro de una secuencia de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-27. Las secuencias efectoras pueden ser todas iguales,
o pueden ser todas diferentes, o pueden ser una combinacion, por ejemplo, 2 secuencias efectoras de al menos 10
nucleotidos contiguos de la SEQ ID NO: 1 y 1 secuencia efectora de al menos 10 nucledtidos contiguos de la SEQ
ID NO: 4.
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[0167] Preferiblemente, la secuencia efectora se selecciona del grupo que consiste en cualquier 11, 12, 13, 14,150
16 nucledtidos contiguos dentro de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-27, y lo mas preferiblemente 17 o mas
nucledtidos contiguos dentro de cualquiera de SEQ ID NOS: 1-27. Tipicamente, el complemento efector sera la
misma longitud, o aproximadamente la misma longitud (es decir, 6 15% de nucleétidos de longitud) como su
secuencia efectora correspondiente.

[0168] La invencion proporciona un agente ddRNAI, o una construccion de expresion ddRNAI de la invencion, para
su uso en el tratamiento de la infecciéon aguda o cronica por VHB en un sujeto, para el uso en la reduccion de la
carga viral del VHB en un sujeto, para el uso en la reduccion de la gravedad de los sintomas asociados con la
infeccion por VHB en un sujeto, o por el uso en la reduccion de la infectividad del VHB.

[0169] Cada uno de los agentes ddRNAI de la invencidon o como se describe pueden administrarse a través de un
casete de expresion ddRNAi en una construccién de ddRNAI, como se describe en las secciones anteriores de la
especificacion. Se puede lograr una seleccion multiple entregando dos 0 mas casetes o construcciones de expresion
de ddRNAI, cada uno capaz de expresar un unico agente de ddRNAI, o alternativamente, entregando uno o mas
casetes o construcciones de expresion de ddRNAI, cada uno capaz de expresar mas de un agente de ddRNA..

[0170] En realizaciones alternativas, cada una de las secuencias de efector puede ser 100% complementaria a la
transcripcion predicha de una regién del gen diana, o Unicamente puede variar de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos.

[0171] El método de tratamiento de la infeccion por VHB puede incluir opcionalmente una etapa preliminar de la
identificacion de un individuo que tiene infecciéon por HBV incluyendo la identificacion del serotipo del aislado de
HBV.

[0172] Para mas largo plazo o suministro estable de los agentes ddRNAi de la invencién o como se describe, el
agente ddRNAI se proporciona a través de un constructo ddRNAi de la invencién o como es decir, la expresion
descrita en vivo del agente ddRNAI de un casete de expresion ddRNAI insertado en un vector adecuado entregado a
la célula. El casete de expresion ddRNAi comprende:

e una o mas secuencias promotoras

e una o mas secuencias de ADN seleccionadas del grupo que consiste en secuencias que codifican 10 o mas
nucleétidos contiguos dentro de una secuencia de SEQ ID NOS: 1-27;

e una o mas secuencias de ADN que codifican una o mas secuencias complementarias efectoras;

e una o mas secuencias terminadoras
y opcionalmente

e Una o mas secuencias de ADN que codifican secuencias de bucle.

e una o mas secuencias potenciadoras.

[0173] Los casetes de expresion de la invencion codifican los agentes ddRNAI de la invencion.

[0174] Como se describié anteriormente en la especificacion, estos componentes del casete de expresion ddRNAI
pueden tener diferentes disposiciones de 5 a 3', todas las cuales son adecuadas para uso en los métodos de la
invencion.

[0175] En los métodos descritos, el gen diana del VHB es el gen al menos de la polimerasa (P), y potencialmente el
antigeno de superficie o gen X cuando la secuencia diana esta contenida dentro de la superposicion de marcos de
lectura abiertos, y el agente ddRNAi comprende secuencias efectoras ddRNAi de 10 o mas nucledtidos contiguos
dentro de una secuencia de SEQ ID NOS: 1-27 enumerada en la Tabla 1. Alternativamente, como se detall
anteriormente, la secuencia que codifica la secuencia efectora o la secuencia complementaria de la primera
secuencia efectora puede variar de la SEC. ID NOS: 1-27 por 1, 2, 3, 4 0 5 nucleétidos sin afectar la capacidad de la
secuencia codificada para formar un par de bases con la secuencia diana e inhibir la expresién de la secuencia
diana del VHB.

[0176] Tipicamente, cada secuencia efectora forma una region de doble hebra con la secuencia de complemento
efector correspondiente.

[0177] En una realizacion alternativa, el método de tratamiento de la infeccion por VHB en un individuo comprende

la administraciéon de una cantidad terapéuticamente eficaz de un constructo ddRNAi que codifica un agente ddRNAI
tener mas de una secuencia efectora, tales como los enumerados anteriormente.
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[0178] La infeccion por el VHB a tratar puede ser una infeccion crénica por VHB. Por "crénica" se entiende que la
infeccion por VHB es de larga duracion o persistente. El término crénico describe el curso de la enfermedad, o su
tasa de aparicion y desarrollo. Cuando se trata la infeccion crénica por VHB, es preferible que la construccion de
ddRNAi se administre y se mantenga estable o se integre en la célula diana para asegurar una expresion a mas
largo plazo del agente de ddRNAi. Como se detall6 anteriormente, esto se puede lograr con el uso de un constructo
de ddRNAIi que tenga un esqueleto de vector viral. De acuerdo con esto, se describe un método para tratar la
infeccion crénica por VHB en un individuo que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz
de un constructo de ddRNAi como se describe a un paciente que necesita tratamiento. El constructo ddRNAI de la
invencioén para tratar la infeccion crénica por VHB forma parte de la invencion.

[0179] El tratamiento de la infeccion cronica por VHB tiene como objetivo reducir la infectividad del virus al interferir
con la replicacion viral. Esto, a su vez, reduce el riesgo de transmisiéon y propagacion del VHB. Por lo tanto, se
describe un método para reducir la infectividad del VHB en un individuo infectado con VHB, que comprende
administrar al individuo un constructo de ddRNAI de la invencién para dirigirse a un gen del VHB, preferiblemente el
gen de la polimerasa. Los criterios de valoracion clinicos utilizados en el tratamiento de la hepatitis B crénica
diferiran entre los pacientes con hepatitis B compensada (donde la eliminacion viral sostenida, la respuesta
serologica, la mejora histoldgica, la normalizacion de las pruebas de funcion hepatica y la progresion no clinica son
criterios de valoracion clave) y los pacientes con hepatitis descompensada B. En pacientes con enfermedad
descompensada, el higado tiene cicatrices extensas y fibréticas y la prevencion/reversion del dafio hepatico y la
prevencion de la progresion de la enfermedad y la eliminacion del trasplante de higado son los principales objetivos
de la terapia. Los puntos finales para la hepatitis B compensada son la reduccion de la carga viral con mejoria
serolégica y bioquimica, mejoria histolégica, medida de insuficiencia hepatica y enfermedad hepatica en etapa
terminal, complicaciones, trasplante y mortalidad.

[0180] En otra realizacion, un método para minimizar la progresion de la enfermedad hepatica en un sujeto como
resultado de la infeccion por VHB, que comprende administrar al individuo un constructo ddRNAI de la invencién
para dirigirse a un gen de VHB, se da a conocer preferentemente el gen de la polimerasa.

[0181] En aun otra realizacion de la invencion, un método para minimizar los sintomas asociados con la infeccion
por VHB en un sujeto, que comprende administrar al individuo un constructo ddRNAi de la invencion para dirigirse a
un gen de HBV, de preferencia se da a conocer el gen de la polimerasa.

[0182] El estado o gravedad de la infeccion por VHB de un individuo se pueden evaluar mediante la determinacion
de su carga viral. Por "carga viral" se entiende la cantidad de virus en un fluido corporal involucrado. Por ejemplo, se
puede administrar en copias de ARN por mililitro de plasma sanguineo. Se considera que las personas que tienen
una carga viral alta tienen una infeccion por VHB mas grave. Alternativamente, la carga viral es un indicador de la
capacidad de respuesta de un individuo a un tratamiento particular. Si un tratamiento esta funcionando y mantener
bajos los niveles de virus, es indicativo de un tratamiento exitoso. Por lo tanto, es un objetivo del tratamiento reducir
la carga viral de un individuo. Por consiguiente, también se describe un método para disminuir la carga viral de un
individuo con una infeccién por VHB, que comprende administrar al individuo una construcciéon de ddRNAI de la
invencion para apuntar a un gen del VHB, preferiblemente el gen de la polimerasa. El seguimiento posterior de la
carga viral en el individuo que ha recibido tratamiento con un constructo ddRNAi de la invencion es, por lo tanto, un
indicador fenotipico de la efectividad del constructo ddRNAI y el agente ddRNAI de la invencion.

[0183] Alternativamente, el tratamiento de la infeccion aguda por VHB puede no requerir un tratamiento a largo
plazo, y de hecho se puede preferir confiar en la presencia transitoria de un agente de ddRNAi o un agente de
ARNip en oposicion a la expresion a largo plazo de agentes de ddRNAi de construcciones ddRNAI integradas o
establemente mantenidas. Por "aguda" se entiende que la infeccidon por VHB tiene un inicio rapido y/o una duracion
corta.

[0184] Un método de tratamiento de la infeccion aguda por VHB en un individuo que comprende la administracion de
una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente ddRNAi sintetizado o quimicamente sintetizado in vitro a un
paciente en necesidad de tratamiento, para inhibir la expresion de una o mas secuencias diana en un gen del virus
de la hepatitis B (VHB), el agente ddRNAi que comprende al menos:

una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud seleccionada de 10 o mas nucledtidos
contiguos dentro de una secuencia del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-27; y

una primera secuencia de complemento efectora;
en donde la secuencia efectora es sustancialmente complementaria a la transcripciéon predicha de una regién del
gen diana que se describe. En esta realizacion descrita, el agente de ddRNAI de la invencion se produce in vitro o se

sintetiza quimicamente y se proporciona a la célula.

[0185] Cualquiera de los agentes de siRNA o ddRNAi como se describe o de la invencién descrita a lo largo de la
memoria descriptiva es adecuado para la expresion y administracion in vitro a la célula.
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[0186] Preferiblemente, el gen diana del VHB es de al menos el gen de la polimerasa (P), y potencialmente el
antigeno de superficie, antigeno del ndcleo o gen X cuando la secuencia diana esta contenida dentro de la
superposicion de marcos de lectura abiertos. Por consiguiente, en una realizacion descrita, el agente ddRNAi inhibe
la expresion de una o mas secuencias diana en un gen de la polimerasa del virus de la hepatitis B (VHB). La primera
secuencia efectora se selecciona preferiblemente de entre 10 o mas y preferiblemente 17 o mas nucledtidos
contiguos dentro de una secuencia de las secuencias efectoras SEQ ID NOS: 1-27 enumeradas en la Tabla 1.
Alternativamente, la secuencia efectora puede variar de la SEQ ID NOS: 1-27 by 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos sin afectar
la capacidad de la secuencia efectora para emparejarse con la secuencia diana e inhiben expresion del gen de
polimerasa HBV.

[0187] En una realizacion alternativa descrita, un agente siRNA se puede administrar. Preferiblemente, los agentes
de siRNA, al igual que el agente de ddRNAI, se dirigen al gen de la polimerasa de HBV, y pueden tener una
secuencia seleccionada entre 10 o mas y preferiblemente 17 o mas nucleétidos contiguos dentro de una secuencia
del grupo que consiste en la SEQ ID NOS: 1- 27, o puede variar de la SEQ ID NOS: 1-27 por 1, 2, 3,405
nucledtidos sin afectar la capacidad de la secuencia efectora para un par de bases con la secuencia diana e inhibir
la expresion del gen de la polimerasa del VHB.

[0188] La administracion de un agente de ddRNAI o un agente de ARNip como se describe o de la invencion a un
individuo con una infeccién aguda por VHB también puede disminuir una carga viral, reducir la gravedad de los
sintomas asociados con la infeccién aguda y reducir la infectividad del VHB.

[0189] Se describe el uso de constructos de ddRNAI, agentes ddRNAi o agentes ARNsi de la invencion en la
preparacion de medicamentos para el tratamiento de la infecciéon por VHB, preferiblemente infeccion por VHB
cronica, la reduccion de la carga viral del VHB, la reduccion de la severidad de los sintomas asociados con la
infeccion por VHB y la reduccién de la infectividad del VHB.

[0190] La invencién proporciona construcciones de ddRNAi o agentes de ddRNAI para su uso en el tratamiento de la
infeccion por VHB, preferiblemente infeccion aguda o crénica por VHB, reduciendo la carga viral del VHB,
reduciendo la gravedad de los sintomas asociados con la infeccién por VHB y reduciendo la infectividad del VHB.

[0191] En un aspecto adicional de la invencion, se proporciona una composicién que comprende construcciones de
ddRNAi o agentes de ddRNAi como un ingrediente activo para tratar la infeccion por VHB, preferiblemente infeccion
aguda o cronica por VHB, que reduce la carga viral del VHB, reduciendo la gravedad de los sintomas asociados con
la infeccion por VHB, y reduciendo la infectividad del VHB.

[0192] Una o mas secuencias efectoras de constructos ddRNAI, agentes ddRNAi o agentes siRNA usados en los
métodos descritos comprenden cualesquiera 10 o mas, preferiblemente cualesquiera 17 o mas nucleétidos
contiguos dentro de las secuencias capaces de inhibir la expresion del gen diana del VHB regién en al menos el
70%. Preferiblemente, una o mas secuencias efectoras se seleccionan de la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 13y SEQ ID NO: 23. En las construcciones de ddRNAI y los agentes de la invencion, al menos
una de las secuencias efectoras comprende 10 o mas nucleétidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID
NO: 9.

Composiciones farmaceuticas

[0193] Los agentes ddRNAI, los agentes siRNA o los vectores que comprenden casetes de expresion ddRNAi como
se describe o de la invencién se pueden formular en composiciones farmacéuticas mediante la combinacién con
vehiculos farmacéuticamente aceptables, adecuados o diluyentes. Por consiguiente, se proporciona una
composicion farmacéutica que comprende un agente de ddRNAi, un casete de expresion de ddRNAi, una
construccion de ddRNAI de la invencion y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[0194] En formas de dosificacion farmacéuticas, los agentes o los vectores que comprenden los casetes de
expresion ddRNAi pueden administrarse solos o en asociacion o combinacién con otros compuestos
farmacéuticamente activos. Aquellos con experiencia en la técnica apreciaran facilmente que los niveles de dosis
para agentes o vectores que comprenden los casetes de expresion de ddRNAI variaran en funcion de la naturaleza
del vehiculo de suministro, la relativa facilidad de transduccién de las células diana, el nivel de expresion del RNAI.
Agentes en las células diana y similares.

[0195] Los agentes ddRNAI o los vectores que comprenden ddRNAi casetes de expresion de la invencion pueden
formularse en preparaciones para inyeccion o administracion por disolucidn, suspension o emulsion de los mismos
en un disolvente acuoso o no acuoso, tales como aceites, glicéridos de acidos alifaticos sintéticos, ésteres de acidos
alifaticos superiores o propilenglicol; y si se desea, con aditivos convencionales tales como solubilizantes, agentes
isotonicos, agentes de suspension, agentes emulsionantes, estabilizantes y conservantes.

[0196] Los portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables contemplados por la invencion incluyen cualquier
diluyente, portador, excipiente y estabilizante que no sea tdxico para los receptores en las dosis y concentraciones
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empleadas, e incluye tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido
ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio;
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; alcohol fenol, butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o
propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol) ; polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, como la albumina plasmatica, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidroéfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa o dextrinas;
agentes quelantes tales como EDTA; azucares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; Contraiones
formadores de sal como el sodio; com1plejos metalicos (por ejemplo, complejos de proteina Zn); y/o surfactantes no
i6nicos como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

[0197] La composicion farmacéutica se puede preparar por diversas rutas y tipos de administracion. En general, las
formulaciones se preparan asociando de manera uniforme e intima el ingrediente activo con portadores liquidos o
portadores solidos finamente divididos o ambos, y si es necesario, dando forma al producto. La formulacién puede
realizarse mezclando a temperatura ambiente al pH apropiado, y al grado deseado de pureza, con vehiculos
fisioldgicamente aceptables, es decir, vehiculos que no son téxicos para los receptores en las dosis vy
concentraciones empleadas.

[0198] Una o mas secuencias efectoras de constructos ddRNAI, agentes ddRNAi o agentes ARNSsi utilizados en las
composiciones descritas anteriormente comprenden cualesquiera 10 o mas, preferiblemente cualesquiera 17 o mas
nucledétidos contiguos dentro de las secuencias capaces de inhibir la expresion de la diana del VHB region génica en
al menos un 70%. Preferiblemente, una o mas secuencias efectoras se seleccionan de la SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 23. En las construcciones de ddRNAi y los agentes de la
invencion, al menos una de las secuencias efectoras comprende 10 o mas nucledtidos contiguos de la secuencia
expuesta en la SEQ ID NO: 9.

EJEMPLOS
[0199] Los siguientes ejemplos son de naturaleza ilustrativa y de ninguna manera pretenden ser limitativos.
Ejemplo 1: Produccién de una biblioteca completa de ARNip diana (EsT)

[0200] La longitud total HBV dependiente de ARN del gen de ADN polimerasa de HBV Adr-1 (adhesién M38454) fue
subclonado y utilizado para generar una biblioteca entera siRNA diana (EST). Se secuenciaron 5000 clones, de los
cuales se identific6 que 642 tenian secuencias no repetitivas que oscilaban entre 19-23 pb. Las secuencias, que
representan dianas potenciales para los agentes de ddRNAi de la invencion, se distribuyeron a lo largo del gen diana
(Figura 2).

Ejemplo 2: Resultados de deteccion a gran escala utilizando SEC con ¢ 50% knockout

[0201] Para identificar las secuencias de siRNA mas eficaces que luego podrian ser utilizadas para preparar los
agentes ddRNAi de la invencién, los casetes de expresion siRNA (segundos) amplificados por PCR fueron
transfectadas en células HepG2 células 2.2.15. Se evaluaron los efectos sobre los niveles de expresion de ARNm de
polimerasa de VHB para identificar secuencias de ARNip funcionales.

[0202] Se sintetizaron quimicamente y se transfectaron 40 ARNsi que correspondian a las primeras SEC
examinadas en células HepG2 2.2.15 para validar los niveles de eliminacion de ARNm de la polimerasa original.
HepG2 2.2.15 es una linea celular estable que contiene un dimero tandem integrado del genoma del VHB
(Genebank Accession #: U95551), y puede expresar de manera estable antigenos del VHB y particulas HBV Dane.
Los resultados de la correlacion se muestran en la Figura 3.

[0203] Como se puede ver en la Figura 3, cuando la inhibicion de la expresion de la polimerasa por parte de las SEC
fue> 50%, la mayoria de las secuencias de ARNip sintéticas correspondientes dieron un 70% de reduccion del
ARNm del VHB, y solo 2/23 dieron niveles de reduccién por debajo de 50 %. En contraste con las SEC con <50%, la
eficiencia de silenciamiento, solo el 18% (3/17) de los correspondientes ARNSsi sintéticos produjo> 70% knockout (p
<0,05 - prueba chisquare de Pearson, | t Stat | = 4,29> 1,68) . Ademas, un ARNip sintético (se necesita una
explicacion de esto) que produjo >90% de desactivacion correspondié a un clon SEC que dio >65% knock down. A
partir de esto, se concluyd que existia una correlacion razonable entre la eliminacion del ARNm del VHB por el
ARNSsi de las SEC y la producida por los ARNip sintéticos, hasta un valor de corte de ¢ 50% por las SEC. Este valor
de corte se utilizé para el resto de la seleccion de las SEC.

Ejemplo 3: Seleccion de dianas mediante casetes de expresion de ARNip (SEC).
[0204] La Figura 4 muestra los resultados de la exploracion a gran escala in vitro para la inhibicion de la
acumulaciéon de ARNm de VHB (501 agentes de ARNip no repetidos). De esas secuencias analizadas, 100

secuencias de ARNip fueron efectivas para eliminar el ARNm del VHB en ¢ 50%, 14 de las cuales resultaron en una
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reduccion de >70% (Tabla 2). La distribucion de los 100 objetivos principales de ARNSsi en el gen de la polimerasa
del VHB se muestra en la Figura 5A; cualquier secuencia puede a su vez ser mapeada en la polimerasa. La Figura
5B, por ejemplo, mapea las primeras 3 secuencias.

Tabla 2:

SEQ ID NO|Secuencia efectora de RNAi? Longitud (pb)Expresion relativa de ARNm
1 GAUUGACGAUAAGGGAGA 18 0,1

2 UUGAAGUCCCAAUCUGGAU 19 0,14
3 GCCGGGCAACGGGGUAAAGGUUC 23 0,19
4 UAUUUGCGGGAGAGGACAACAGAGUUAUC29 0,25
5 UCCUGAUGUGAUGUUCUCCAUGU 23 0,25
6 AAGGCCUCCGUGCGGUGGGG 20 0,26
7 GGUAUUGUUUACACAGAAAGGC 22 0,26
8 GAUGUGUUCUUGUGGCAAG 19 0,27
9 GGGAAAGCCCUACGAACCACU 21 0,27
10 GUGGAGACAGCGGGGUAGGC 20 0,28
11 GAGGACAACAGAGUUAUC 18 0,29
12 GCCCACUCCCAUAGGAAUUUUCC 23 0,29
13 GGAUCUUGCAGAGUUUGG 18 0,29
14 CGUUGCCGGGCAACGGGGUA 20 0,29

[0205] Se midi6 la expresion de ARNm relativa (por un método de RT-PCR cuantitativo de una sola etapa usando
SensiMix SYBR Kit One-Step (Bioline, EE.UU.) de acuerdo con las directrices del fabricante) en HepG2
transfectadas células 2.2.15 con relacién a un control de vector vacio cuyo nivel fue arbitrariamente establecido en
1.0. Los cebadores especificos para el gen de la polimerasa del VHB fueron el cebador directo 5'-
TGTGGTTATCCTGCGTTAATG-3 'Cebador inverso 5-GCGTCAGCAAACACTTGG-3', el producto de la PCR fue
158 pb de largo. Se utilizd snRNA U6 (cebador directo 5-CTCGCTTCGGCAGCACA-3' cebador inverso 5'-
AACGCTTCAC-GAATTTGCGT-3") como control interno, el producto de la PCR tenia una longitud de 94 pb. El nivel
relativo de expresion de gen de la polimerasa se normalizé utilizando el método de analisis 2-®®Ct, Los experimentos
se realizaron utilizando transducciones independientes cuadruplicadas.

Ejemplo 4: Confirmacion de la actividad utilizando ARNSsi sintetizados

[0206] La primera ronda de selecciéon utiliza un vector con los promotores opuestos (pUBH1-GFP). En
construcciones que expresan shRNA, el shRNA esta bajo el control de un solo promotor. Por consiguiente, para
confirmar la eficacia de las 14 secuencias de ARNip superiores mostradas en la Tabla 2 antes de desarrollar
construcciones de expresion de ARNh basadas en ellas, se transfectaron células HepG2 2.2.15 con cada ARNsi y
se analizé la inhibicién de la replicacion del VHB para determinar los niveles de ARNm de la polimerasa del VHB.

[0207] Los 14 siRNAs se sintetizaron quimicamente con voladizo de dTdT 3" siRNA-GL3 marcado con 5'- FAM
(Vector Reportero de Luciferasa pGL3 con secuencia de siRNA no relacionada) sirvi6 como control negativo. Los
ARNip se disolvieron en 100 uM en agua tratada con DEPC, se dividieron en partes alicuotas y se almacenaron a -
20°C. Ademas, la SEQ ID NO: 4, que tiene una longitud de 29 bp, se redisefié en 8 siRNA (SEQ ID NOS: 20 a 27),
cada uno de 22 bp formado por una secuencia superpuesta de la SEQ ID NO: 4 (Tabla 3 a continuacion):

Tabla 3:

EI(E)Q ID Secuencia efectora de RNAI

4 UAUUUGCGGGAGAGGACAACAGAGUUAUCTT]
20 GGGAGAGGACAACAGAGUUAUCTT
21 CGGGAGAGGACAACAGAGUUAUTT
22 GCGGGAGAGGACAACAGAGUUATT
23 UGCGGGAGAGGACAACAGAGUUTT
24 UUGCGGGAGAGGACAACAGAGUTT
25 UUUGCGGGAGAGGACAACAGAGTT
26 AUUUGCGGGAGAGGACAACAGATT
27 UAUUUGCGGGAGAGGACAACAGTT
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[0208] Optimizacion de transfeccion se realizé mediante la variacion de 5' marcado con FAM siRNA-GL3 vy
Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Las células se mantuvieron en DMEM (GIBCO, EE.UU.) suplementado con 10% de
PBS (Excellbio, China) y 200 m g/ml G418 (Sangon, China) a 37 ° C, 5% de CO..

[0209] Células HepG2 2.2.15 fueron transfectadas con siRNAs utilizando el protocolo optimizado y cosechado 72h
después de la transfeccion. EI ARN total se aisl6 utilizando Trizol (Invitrogen) y se cuantificd en un método de RT-
PCR cuantitativa de un solo paso utilizando el kit de un solo paso SensiMix SYBR (Bioline, EE.UU.) De acuerdo con
las pautas del fabricante como se detalla en el Ejemplo 3.

Resultados

[0210] Los resultados se expresan como media + STDV (Tabla 4 y Figura 9).

Nivel de ARNm de polimerasa
SEQIDNO Lote 1|Lote 2|Lote 3|Lote 4PROMEDIO|DES EST
1 0,39 (0,52 [0,51 |0,72 |0,54 0,1373
2 0,79 10,24 |0,18 0,43 |0,41 0,2722
3 0,58 (0,27 (0,18 0,14 0,29 0,2014
4 0,41 10,34 10,22 10,33 0,0928
5 0,34 |0,35 (0,44 10,37 0,37 0,0450
6 0,36 (0,32 |0,26 0,54 0,37 0,1190
7 0,45 10,30 |0,26 /0,63 |0,41 0,1702
8 0,48 (0,46 (0,33 0,72 0,50 0,1653
9 0,45 (0,26 (0,20 0,28 0,30 0,1068
10 0,17 10,40 (0,43 |0,67 0,42 0,2053
11 0,32 (0,33 |0,30 /0,30 0,31 0,0178
12 0,32 10,28 (0,16 |0,26 |0,25 0,0704
13 0,23 (0,25 (0,23 10,26 |0,24 0,0152
14 0,36 (0,34 |0,38 0,36 |0,36 0,0180
20 0,43 (0,23 (0,19 0,30 /0,29 0,1027
21 0,33 (0,40 (0,24 0,19 0,29 0,0915
22 0,37 |0,51 (0,84 0,27 0,50 0,2453
23 0,18 10,29 (0,20 |0,32 |0,25 0,0648
24 0,31 (0,38 |0,46 0,45 |0,40 0,0686
25 0,50 (0,33 |0,54 0,25 |0,41 0,1400
26 0,43 (0,41 (0,32 10,43 0,40 0,0518
27 0,38 (0,44 (0,33 0,31 0,37 0,0585
SiNC 0,72 (0,73 |0,69 10,78 |0,73 0,0398
Normal 1,00 |1,00 |1,00 (1,00 [1,00 0,0000
siNC = control negativo; Normal = células no transfectadas

[0211] De los 22 ARNip analizados, todos mostraron al menos aproximadamente el 50% de inhibicion, y la mayoria
exhibié del 60 al 70% de inhibicién. A pesar de la alta similitud de secuencia entre las variantes de 22 pb SEQ ID
NO: 20 a 27 de SEQ ID NO: 4, la capacidad para inhibir la expresiéon de su secuencia varié de 50 a 71%. Sobre la
base de estos resultados, SEQ ID NOS: 3, 9, 12, 13 y 23 se seleccionaron para un mayor desarrollo. Si bien todas
esas SEQ ID NOS se dirigen al gen de la polimerasa, estas secuencias también se seleccionaron en funcion de su
propagacion a lo largo del mRNA del gen de la polimerasa (consulte la columna "Sitios objetivo del VHB" en la Tabla

1).

Ejemplo 5: disefio y construccion de shRNA

Paso 1 - Disefio de la secuencia del efector

[0212] Las construcciones de expresion de shRNA se disefiaron segun la SEQ ID NO: 3. 9, 12, 13 y 23. Las
construcciones se pueden sintetizar facilmente utilizando una variedad de promotores, incluidas diferentes versiones

de promotores U6 humanos con diferentes actividades intrinsecas (Domitrovich, AM y Kunkel, GR (2003) Multiples
genes de ARN nuclear pequefio U6 humano dispersos con variadas eficiencias transcripcionales (Nucleic Acids
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Research 31: 2344-2352) o varios promotores pol Il. En el disefio de estos constructos, se aplicaron las siguientes
consideraciones:

e  Procesos de dicer a partir de la base de los shRNAs.
e El procesamiento de Dicer es impreciso, pero se espera que corte cada 22 nucleétidos
e Se espera que la terminacion U6 agregue una UU al extremo 3' del shRNA

e La secuencia de efector procesada deseablemente contiene una 5’ U o A para facilitar la carga eficiente de
Ago 2.

e La secuencia del efector se coloca en 3 'del bucle para evitar la 5' G preferida para la transcripcion maxima
de U6

e Los residuos 5 A o U pueden incorporarse en las secuencias de los efector de shRNA incorporando las
secuencias 2 o 3 nucledtidos en sentido ascendente o descendente de las secuencias seleccionadas por el
agente de ARNi; esto se conoce como secuencias "deslizantes" 1, 2 o 3 nucledtidos, es decir, la secuencia
efectora para los ARNsh puede basarse en las secuencias 1, 2 o 3 nucleétidos 5’ o 3' en relacién con el
extremo 5’ de la secuencia efectora del ARNsi.

[0213] Cuando se aplica a los 5 ARNSsi basados en las SEQ ID NO: 3. 9, 12, 13y 23:

i) Para un shRNA basado en SEQ ID NO: 3: gccgggcaacgggguaaagguucTT
"Mejor" secuencia de efector shRNA (minimizar 5 GC secuencias, deslice "hacia abajo" 3 nts)
GGGCAACGGGUAUAGGUUCuUU (uu de la terminacion pol 111)

ii) Para un shRNA basado en SEQ ID NO: 9: gggaaagcccuacgaaccacuTT
"Mejor" secuencia de efector shRNA (minimizar 5’ Gs, deslice hacia abajo 3 nts a 5' A, agregue GA a 3 '(desde el
genoma del VHB hasta maximizar homologia) AAAGCCCUACGAACCACUGAuu

iiil) Para un shRNA basado en SEQ ID NO: 12: gcccacucccauaggaauuuuccTT
"Mejor" secuencia de efector shRNA subir 2 nts para evitar UUUU (causara terminacion prematura) en cadena
antisentido, agregue AG de secuencia HBV, que incorpora fortuitamente un 5’ A.
AGGCCCACUCCCAUAGGAAUU

iv) Para un shRNA basado en SEQ ID NO: 13: ggaucuugcagaguuuggTuggTT
"Mejor" secuencia de efector shRNA (aumentar la longitud a 20 nts, deslice hacia arriba 2 nts, agregue TG de la
secuencia HBV, lo que resulta en un 5’ T (es decir, U)
TGGGAUCUUGCAGAGUUUGGuuU
v) Para un shRNA basado en SEQ ID NO: 23: ugcgggagaggacaagagaguuTT
"Mejor" secuencia de efector de shRNA reducir el tamafio en el extremo 3' en 2 nts
UGCGGGAGAGGACAACAGAGUU
Paso 2 - Casete de expresion

[0214] Los casetes de shRNA U6 (Genscript) basados en las secuencias efectoras disefiadas en la etapa (a) se
prepararon y clonaron en pUC57.

[0215] Los insertos de los casetes de expresion, que incluyeron algunos sitios de restriccion que flanquean para
manipulacioén posterior, tenian las siguientes secuencias:

U6.HBVShRNA 3
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GGGACCCGGTACCTCGAGAGATCTGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTC
CTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGA

CTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTITCTTG

GGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAAC
TTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGA
ACCTTTACCCCGTTGCCCGGCAAGAGACCGGGCAACGGGGTAAAGGTTCTITITT

GTTAACGAATTC(SEQ 1D NO: 28)

U6.HBVShRNA 9

GGGACCCGGTACCTCGAGAGATCTGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTC
CTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGA

CTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTG

GGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAAC
TTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGT
CAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCAAGAGAGGAAAGCCCTACGAACCACTGATTITIT
GTTAACGAATTC(SEQ ID NO: 29)

U6.HBVShRNA 12

GGGACCCGGTACCTCGAGAGATCTGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATIC
CTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGA

CTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTICTTG

GGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAAC
TTGAAAGTATITCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGA
TTCCTATGGGAGTGGGCCTCACAAGAGATGAGGCCCACTCCCATAGGAATTTTTTT
GTTAACGAATTC (SEQ ID NO: 30}

U6.HBVsShRNA 13

GGGACCCGGTACCTCGAGAGATCTGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTC
CTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGA
CTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTG

GGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAAC
TTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGC
CAAACTCTGCAAGATCCCAGACAAGAGATCTGGGATCTTGCAGAGTITGGTTITIT
GTTAACGAATTC(SEQ 1D NO: 31)

U6.HBVsShRNA 23
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GGGACCCGGTACCTCGAGAGATCTGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTC
CTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGA
CTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTICTTG
TTGAAAGTATTICGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGC
TCTGTTGTCCTCTCCCGCAAACAAGAGATTTGCGGGAGAGGACAACAGAGTTTTTT
GTTAACGAATTC (SEQ 1D NO: 32)

[0216] ElI shRNA expresado correspondiente para cada uno de estos casetes de expresion se muestra en las
Figuras 6 (como SEQ ID NOS: 36 a 40). El simbolo ">" y " (" indican los posibles sitios de procesamiento de
shRNA, resultantes de la iniciacion/terminacion de la transcripciéon o el procesamiento de Dicer con una fase de 22 nt
y un saliente 2nt 3 ', la secuencia de efectos predicha asumiendo que dicho procesamiento se muestra a
continuacion.

Ejemplo 6: Generacion de células de expresion de shRNA estables utilizando construcciones de secuencias
multiples

[0217] Como se indica anteriormente, una manera util de disefiar ddRNAI casetes de expresion de la invencion es
asumir Dicer corta cada 22 nucleétidos (también conocidos como phasing 22nt). Las secuencias de ADN que
codifican secuencias efectoras pueden, por lo tanto, disefiarse para codificar cualquier 10 o mas, y preferiblemente
cualquier 17 o mas nucledtidos contiguos dentro de una secuencia del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-27,
junto con los espaciadores apropiados y otras secuencias - Condiciones para el promotor y/o terminador.

[0218] Las construcciones de ddRNAi se generaran con las siguientes estructuras (utilizando secuencias ejemplares
no limitativas):

i) Casete de expresion de horquilla Unica

Como se mencion6 anteriormente, la Figura 6 ilustra el casete de expresion, el agente de ARNi de horquilla
expresado y la secuencia efectora tedrica procesada por Dicer (suponiendo una fase de 22 nucleétidos) basada
en la SEQ ID NO: 3 (Figura 6A), la SEQ ID NO: 9 (Figura 6B) y SEQ ID NO: 12 (Figura 6C), SEQ ID NO: 13
(Figura 6D) y SEQ ID NO: 23 (Figura 6E). En el casete de la Figura 6A y 6B, se codifican 20 nucledtidos
contiguos de la SEQ ID NO: 3 y 9, respectivamente; en el casete de la Figura 6C a 6E, se codifican 21
nucleodtidos contiguos de la SEQ ID NO: 12, 13 y 23, respectivamente. Las flechas en el agente RNAi de horquilla
indican donde se espera que corte Dicer para producir la secuencia efectora que se muestra debajo.

La secuencia de los casetes de expresion de las Figuras 6A a 6E ya se ha proporcionado anteriormente (SEQ 1D
NO: 28 a 32).

ii) Casete de expresion de horquilla multiple

La Figura 7 ilustra el casete de expresion, el agente de ARNi de horquilla expresada (SEQ ID NO: 41 a 43y la
secuencia del efector tedrico procesada por Dicer (asumiendo la eliminacion de 22 nucledtidos) en funcion de la
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 6 cuando se disponen dentro del casete para dar lugar a la
expresion de agentes RNAIi de horquilla individuales (Figura 7A) o un unico RNA que contiene los 3 agentes
RNAi de horquilla antes del procesamiento (Figura 7B). SEQ ID NO: 1, 4 y 6 son iguales a los descritos
anteriormente en relacion con el casete de expresion de horquilla Unica. Los simbolos ">" y "(" en la horquilla
agente ARNi indican donde se espera Dicer para cortar para producir la secuencia efectora se muestra debajo.

El casete de expresion de la Figura 7A tiene una secuencia de ADN de
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TACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAAT

TATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTT
GGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGTCTCCCTTATCGTCAATCTTICA
AGAGAAAGATTGACGATAAGGGAGATTTTTTTTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTA
ATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATG

CTTACCGTAACTTGAAAGTATTICGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGA

CGAAACACCGATAACTCTGTTGTCCTCTTTCAAGAGAAGAGGACAACAGAGTTATC

TTTTTTTTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTT
TAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGA
TTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGCCCCACCGCACGGAG
GCCTTTTCAAGAGAAAGGCCTCCGTGCGGTGGGGTTTTTTT (SEQ ID NO: 33).

En el casete de la Figura 7A, cada complemento efector esta unido operativamente a una secuencia promotora,
y la secuencia efectora correspondiente esta unida operativamente a elementos o secuencias de terminacion.
En contraste, en el casete de expresion de la Figura 7B, el primer complemento del efector (compilacion del
efector 1) esta operativamente vinculado a un promotor y el ultimo efector (efector 6) esta operativamente
vinculado a un elemento o secuencia de terminacion, las flechas indican los sitios anticipados para el
procesamiento de Dicer . Este casete esta disefiado para expresar una unica molécula de ARN (SEQ ID NO: 44)
y tiene una secuencia de ADN de

TACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAAT
TATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTT
GGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGTGCTGTTGACAGTGAGCGTCT
CCCTTATCGTCAATCTTCAAGAGAAAGATTGACGATAAGGGAGATGCCTACTGCCT
CGGATTCTGCTGTTGACAGTGAGCGGTTGTCCTCTCCCGCAAATACAAGAGATATT
TGCGGGAGAGGACAACTGCCTACTGCCTCGGATTCTGCTGTTGACAGTGAGCGCC
CCACCGCACGGAGGCCTTCAAGAGAAAGGCCTCCGTGCGGTGGGGTGCTGTTGA
CAGTGAGCGTTTTTTT (SEQ D NO: 34).

iii) Casete de expresion de horquilla larga

La Figura 8 ilustra el casete de expresion, el agente de ARNi de horquilla expresada (SEQ ID NO: 45) y la
secuencia efectora tedrica procesada por Dicer (suponiendo una eliminaciéon de 22 nucleétidos) basada en (en
este orden) SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 4. En el casete de la Figura 8, se codifican 17
nucleotidos contiguos de la SEQ ID NO: 1 y 20 nucleétidos contiguos de la SEQ ID NO: 6 segun los ejemplos
anteriores, pero a diferencia de los casetes de las Figuras 7 y 8, solo 18 contiguas Los nucleétidos de la SEQ ID
NO: 4 estan codificados para. Las flechas en el agente RNAi de horquilla indican donde se espera que corte
Dicer para producir la secuencia efectora que se muestra debajo.

El casete de expresion de la Figura 8 tiene una secuencia de ADN de

TACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAAT
TATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTICTT
GGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGCTCCCTTATCGTCAATCTTCA
CCCCACCGCACGGAGGCCTTCTGATGTCCTCTCCCGCAAATACAAGAGATATTTG
CGGGAGAGGACAACAGAAGGCCTCCGTGCGGTGGGGTGAAAGATTGACGATAAG
GGAGATTTTTTT (SEQ ID NO: 35).

Ejemplo 7: Evaluacion de la efectividad de los agentes de ddRNA. in vitro
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[0219] Para ensayar la eficacia de los agentes de ddRNAIi, se pueden transfectar células y lineas celulares
apropiadas con los agentes de ARN de la invencion y se puede analizar la inhibicion de la replicacion del VHB.

[0220] Para analizar la eficacia de las construcciones de ddRNAI de la invencion, los ADN plasmidicos se basan en
el pGL3 Luciferase Reporter Vector fueron construidos. El primero "pGL3 multi" contiene copias individuales de la
secuencia en las regiones no traducidas 3 '(UTR) de la luciferasa de luciérnaga que expresa el plasmido pGL3, que
codifica los sitios diana para el ARNsi o ARNhc 3, 9, 12, 13 y 23, segun la SEC ID. NOS: 3. 9, 12, 13 y 23
respectivamente. El segundo "pGL3-23" contiene una repeticion triple de shRNA 23, basado en la SEQ ID NO: 23.
Los sitios diana del VHB en estos plasmidos corresponden a las secuencias sensoriales del VHB reconocidas por
siRNA o shRNA particulares e incluyen 10nts adicionales de secuencia de VHB en sentido ascendente y
descendente de los sitios diana.

[0221] La siguiente informacion se refiere a los experimentos realizados utilizando el constructo pGL3-23.

[0222] Por conveniencia, decidimos realizar una prueba inicial utilizando pruebas de luciferasa dual con pruebas
transitorias en células HEK293. Las células se colocaron en placas de 96 pocillos (0,1 ml de medio/pocillo) para
alcanzar aproximadamente el 50% de confluencia antes de la transfeccion. Los ADN plasmidicos y los ARNSsi
sintetizados (o vectores de ARN shc) se cotransfectaron en células HEK293 con Lipofectamine™ 2000 utilizando el
protocolo del fabricante (Invitrogen). Las construcciones de prueba se utilizaron junto con una construccion que
expresaba luciferasa de Renilla (pRL-TK, Promega) que actia como un control interno para la eficiencia de la
transfeccion.

[0223] Si los siRNA sintetizados quimicamente, o shRNA expresados a partir de vectores son efectivos para
silenciar la secuencia diana, los niveles de luciferasa en las células transfectadas disminuiran ya que las secuencias
diana estan unidas operativamente al gen de la luciferasa.

[0224] Por consiguiente, diversas cantidades de siRNA sintetizados quimicamente o vectores de expresion de
shRNA se cotransfectaron con cantidades constantes de pGL3-23 y plasmidos de control (ver Tablas a
continuacion).

Tabla 5: Prueba de siRNA23 contra pGL3-23

e
siNC 0 10,0
0,5 [9,5
HBV. 1,0 19,0
20 2 siRNA23 2.5 |1.5
5,0 15,0
10,0(0,0
siRNA-GL3 |5,0 |5,0

[0225] Las células fueron transfectadas con cantidades indicadas de plasmidos pGL3-23 y control (pRL-TK) y
cantidades variables de siRNAs basado en SEQ ID NO: 23 (HBV-siRNA23). SiNC, un ARNip no relacionado sin
secuencias diana conocidas en el VHB, se us6 como control negativo y para ajustar las cantidades totales de ARNSsi
agregados a las células para evitar artefactos potenciales debido a una transfeccion desigual. siRNA GL3 se utilizé
como control positivo, de modo que es un siRNA dirigido al gen de la luciferasa.

Tabla 6: Prueba de shRNA23 contra pGL3-23

pGL3-23 (ng)|pRL-TK (ng)lshRNA (ng) pUC57 (ng)
pUC57 0 |[100
2 |98
5
1

95
0 [20
20 (80
50 |50
1000
U6 shRNA-GL3|50 |50

20 2 HBV shRNA23
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[0226] Las células fueron transfectadas con cantidades indicadas de plasmidos pGL3-23 y control (pRL-TK) y
cantidades variables de plasmido de ensayo para la expresion de shRNA basado en SEQ ID NO: 23 (VHB
shRNA23). El pUC57 se us6 como control negativo y para ajustar las cantidades totales de ADN plasmidicos
agregados a las células para evitar artefactos potenciales debido a la transfeccion desigual. Se utilizd un plasmido
que expresaba un ARNsh de luciferasa basado en ARNsi de GL3 como control positivo.

[0227] Las muestras para la prueba se transfectaron en 4 pocillos individuales y de luciérnaga y Renilla Las
actividades de luciferasa se determinaron 48 h después de la transfeccion utilizando el Sistema Dual-Luciferase
Assay (Promega) y un lector de microplacas de luminiscencia SynergyTM 2 (Biotek) de acuerdo con el protocolo del
fabricante respectivo . Las proporciones de actividad de luciérnaga/Renilla se determinaron para cada pocillo, y la
eficacia de inhibicion de siRNA o shRNAs se calculdé normalizando a los controles respectivos.

Resultados

[0228] Los graficos de la Figura 10A y B muestran las actividades de luciferasa (+/- SD; n = 4) en células
transfectadas con cantidades variables de sintesis quimica siRNA23 (A) o shRNA23 construcciones de expresion (B)
de orientacion pGL3-23 usando las condiciones de enumerados en las Tablas 5 y 6. Incluso en las concentraciones
mas bajas, el siRNA y el shRNA que se basan en la SEQ ID NO: 23 estan regulados por disminucion en relacién con
el control negativo (siNC o shNC, establecido arbitrariamente en 1).

[0229] EI control de la luciferasa positiva siRNA y shRNA también se regularon hacia abajo niveles de expresion de
luciferasa de pGL3-23.

Ejemplo 8: Evaluacion de la efectividad de los agentes de ddRNA. in vivo

[0230] Hay disponibles modelos de ratén para el VHB, como los ratones NOD/SCID infectados por el VHB (Yang et
al. 2002; Ketzinel-Gilad et al. 2006), asi como lineas de ratones transgénicos que expresan el VHB, cualquiera o
ambos podrian ser utilizado para estos experimentos.

[0231] La inyeccion de agentes de ddRNAI en las venas de la cola del raton se utilizara para administrar los agentes
al higado. La inhibicion de la replicacion del VHB puede monitorizarse en varios puntos de tiempo utilizando los
ensayos de qRT-PCR para determinar los niveles de ARNm pol de VHB en tejidos hepaticos o cuantificando los
niveles de HBsAg y HBeAg circulantes en animales tratados con los agentes ddRNAi de la invencion en
comparacion con los animales de control apropiados. tales como ratones inyectados con secuencias revueltas o
ADN irrelevantes, como se describié anteriormente.

[0232] Constructos de expresion adecuados para la expresion estable de los agentes ddRNAI incluyen vectores
lentivirales.

Ejemplo 9: prueba in vivo del candidato preclinico en un modelo de ratén normal

[0233] Un sistema de entrega previsto el ensayo in vivo del candidato preclinico en un modelo de ratén normal es
AAV. Para AAV, las construcciones de ddRNAi se empaquetaran in vitro utilizando estrategias bien conocidas por
los expertos en la técnica y se inyectaran por via intravenosa en ratones NOD/SCID infectados con HBV y/o ratones
transgénicos HBV. La inhibicion de la replicacion del VHB se controlara como se describe anteriormente.

[0234] Se entendera que la invencidon descrita y definida en esta especificacion se extiende a todas las

combinaciones alternativas de dos o mas de las caracteristicas individuales mencionadas o evidentes a partir del
texto o los dibujos. Todas estas combinaciones diferentes constituyen diversos aspectos alternativos de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente de interferencia de ARN dirigido por ADN (ddRNAI) para inhibir la expresién de una o mas secuencias
diana en uno o mas genes del virus de la hepatitis B (VHB), comprendiendo el agente ddRNAI, en una direccion de
5a3"

una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud;
una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud;
una segunda secuencia de complemento efectora; y

una primera secuencia de complemento efectora;

en donde cada secuencia efectora es al menos 85% complementaria a la transcripcion predicha de una secuencia
diana, y en donde al menos una de las secuencias efectoras comprende 10 o mas nucledtidos contiguos de la
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

2. Un agente de interferencia de ARN dirigido por ADN (ddRNAI) para inhibir la expresion de una o mas secuencias
diana en uno o mas genes del virus de la hepatitis B (HBV), el agente de ddRNAi que comprende, en una direccion
de5 a3"

una primera secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud;
una primera secuencia de complemento efectora;

una segunda secuencia efectora de al menos 17 nucleétidos de longitud; y
una segunda secuencia complementaria efectora;

en donde cada secuencia efectora es al menos 85% complementaria a la transcripcion predicha de una secuencia
diana, y en donde al menos una de las secuencias efectoras comprende 10 o mas nucledtidos contiguos de la
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

3. El agente ddRNA.i de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que al menos una de las secuencias efectoras
comprende 17 o mas nucledtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9.

4. El agente ddRNAI de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia efectora que comprende
10 o mas nucleodtidos contiguos de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9 es la secuencia expuesta en la SEQ
ID NO: 9.

5. El agente ddRNAi segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende una tercera secuencia
efectora y una tercera secuencia complementaria efectora.

6. El agente ddRNAI de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que al menos una de las otras
secuencias efectoras se selecciona del grupo que consiste en 10 o mas nucledtidos contiguos dentro de una
secuencia establecida en cualquiera de las SEQ ID NO: 1a80 10 a 27.

7. El agente ddRNAI de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que al menos una de las otras secuencias efectoras es
una secuencia seleccionada de las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 1a 80 10 a 27.

8. El agente ddRNAIi de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que al menos una de las otras secuencias efectoras es
una secuencia seleccionada de las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 3, 12, 13 y 23.

9. Un casete de expresion de ddRNAI para expresar un agente de ddRNAi de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, comprendiendo el casete de expresion:

una o mas secuencias promotoras;

una o mas secuencias de ADN que codifican para una o mas secuencias efectoras del agente ddRNAi de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8;

una o mas secuencias de ADN que codifican una o mas secuencias complementarias efectoras del agente
ddRNAI segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8;

una o mas secuencias terminadoras; y opcionalmente

una o mas secuencias de ADN que codifican secuencias de bucle; y opcionalmente una o mas secuencias
potenciadoras.

10. Una construccion de expresion de ddRNAi que comprende un casete de expresion de ddRNAI de acuerdo con la
reivindicacion 9.

11. Un agente de ddRNAI de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o un casete de expresion de
ddRNAI de acuerdo con la reivindicaciéon 9 o un constructo de expresion de ddRNAI de acuerdo con la reivindicacion
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10 para uso en el tratamiento de infeccion aguda o crénica por VHB en un sujeto o para uso en la reduccion de la
gravedad de los sintomas asociados con la infeccion por VHB en un sujeto.

12. Un agente de ddRNAI segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o un casete de expresion de ddRNAi
segun la reivindicacién 9 o un constructo de expresion de ddRNAi segun la reivindicacion 10 para uso en la
reduccion de la carga viral de VHB en un sujeto.

13. Un agente de ddRNAI segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o un casete de expresion de ddRNAI
segun la reivindicacién 9 o un constructo de expresion de ddRNAi segun la reivindicacion 10 para uso en la
reduccion de la infectividad del VHB en un sujeto.

14. Un agente de ddRNAI o un casete de expresion de ddRNAi o un constructo de expresion de ddRNAI para uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que el agente de ddRNA. o el casete de expresion
de ddRNAI o el constructo de expresion de ddRNAI inhibe la expresion de al menos el gen de la polimerasa de HBV.

15. Una composicion farmacéutica que comprende un agente de ddRNAi segin una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 8 o un casete de expresion de ddRNAI segun la reivindicaciéon 9 o un constructo de expresion de
ddRNAI segun la reivindicacion 10 y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.
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MNivel mMRNA relatvo de polimerasa HBV
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Nivel mRNA relativo de polimerasa HBV
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Casete de expresion - estructura general

Promotor U6 Comp efector Efector

Bucle  Tarminador

R T R T T m

Agente RNAI expresado (estructura de horquilla) y secuencia efectora procesada de
hebra Unica (con fase 22nt).

A) shRNA3 (SEQ ID NO: 36)

W vCAA
GAACCUDUACCCCGUUGCCCGG \
CUUGGAAAUGGGGCAACGGGCC G

uu A AGA
A

5'-GGGCAACGGGGUAAAGGUUCUL-3'
(SEQ ID NO:3 j4 2 23, cOn nucledtidos uu en el extremo 3')

B) shRNA 9 (SEQ ID NO: 37)

v CARA
GUCAGUGGUUCGUAGGGCUUUCC A\
UAGUCACCAAGCAUCCCGAAAGG G

Al A AGHA

5-AAAGCCCUACGAACCACUGAUU-3
(SEQ ID NO:9y4 2 21, con nucleétidos GAuu en el extremo 3')

C) shRNA12 (SEQ ID NO: 38)

vCAR
GAUUCCUAUGGGAGUGGGCCUCA \
UUAAGGAUACCCUCACCCGGAGU G

A A AGA

5-AGGCCCACUCCCAUAGGAAUU-Y
(SEQ ID NO:12,4 2 15, €ON nucledtidos 5' AG)

Figura 6
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D) shRNA 13 (SEQ ID NO: 39)

vCAA
GCCAAACUCUGCAAGAUCCCAGA A
UGGUUUGAGACGUUCUAGGGUCU G

Al A AGA

5'-UGGGAUCUUGCAGAGUUUGGUuU-3
(SEQ ID NO:13, ; 1g, con nucledtidos UG en el extremo 3' y Uu en el extremo 3')

E) shRNA 23 (SEQ ID NO: 40)

vCAA
GCUCUGUUGUCCUCUCCCGCAAA \
UGAGACAACAGGAGAGGGCGUUU G

Al A AGA

5'-UGCGGGAGAGGACAACAGAGUU-3'
(SEQ ID NO:23, con nucledtido u en el 3')

Figura 6 continuada
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A

Casete de expresidn

comp efector 1 efactor 1  comp efector 4 efectorr 4 comp efactor &, efactor ¢
Promctcr U Fromotor UE O it
terminador terminador terminador

Agentes de RNAI expresados

W VAR W Wk L Auf
’ A AE, ’ ARMLUN A ’ " 1l i €
AGACGCAAURGCA AGAA A AMCAGGAGAGGECG AN A A
. Ak )’ AR # Al
SEQID NC: 41 SEQ IDNO: 42 SEQ IDNO: 43

Secuencia efectora procesada teorética (con fase 22nt)
efector 1 5' -ARGAUUGACGAUAAGGGAGAUU-3"(SEQID NO 11um son AA an &5 & UU en 3

efacior 4 5’ -UADUNGCGGGAGRGGACAACUU-3 (SEQ ID NO 4, 5, con LU en extremo 37)

efector 8 5’ -AACCCCUCCCUGCCEUCCEEUU- 37 (SEQID NO: 6,4, CON ULl &n axtremo 3)

Figura 7
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Casete de expresion
somp aleclor 4 efector «

efector ! comp efector & afector &
Promotor g °o™P efector

lerminador

Agentes de RNAI expresados SEQ 1D NO; 44

\.' | \_. \.' :
E\. .\ Wy
efector ! efector 4 efector ©
Gy g N

Secuencia efectora procesada teorética (con fase 22nt)

efector 1 5' -AAGAUUGACGAUAAGGGAGAug-3" (SEQID NO 1,45 con AA en 5' & ug* en 3Y)
efector 4 5 -UAUUUGCGGGAGAGGACAACUG-3" (SEQ ID NO 4.2 con UG en extremo 3')

efector 6 5' ~AAGGCCUCCGUGCGGUGGGGUG-3" (SEQID NO 6.2 con UG en 3%

= 8in homologia a HBV

Figura 7 continuada
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Lasele de expresion

Y "‘ i # w“
somp elecior & Bucle efector

sompalector © glectors
seung elegtor gfecltor ¢
Promolor LB toerinador

Agenitis g RNA sxpresados - B0 1D G &8 .
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SRR R Y
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efector 5 ’ COBEO DN B UG e el

efactor 1 REOWIN toon M en By Ullien )
Figura 28
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Actividad Luc normalizada
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