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COMPUESTOS Y COMPOSICIONES PARA EL TRATAMIENTO DE
ENFERMEDADES DEBIDAS A LA INFECCION POR EL VIRUS DE LA
HEPATITIS B

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La invencion se relaciona con métodos terapéuticos para inhibir la expresion génica del
virus de la hepatitis B y, por tanto, con métodos para el tratamiento de enfermedades
asociadas con la infeccidon por dicho virus. En particular, la invencion se relaciona con
compuestos y composiciones que actiian mediante la inhibicion de la maduracion de los
ARNmMm del virus de la hepatitis B y mediante la interferencia mediada por ARN de la
expresion de dichos ARNm.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El virus de la hepatitis B (HBV) causa unos 400 millones de infecciones en todo el
mundo. La infeccidn cronica infeccion por VHB y el a carcinoma hepatocelular (CHC)
asociado a HBV produce més de un millén de muertes al afio. Desafortunadamente, el
tratamiento actual de la infeccidn crénica es menos eficaz debido a baja eficacia de los
farmacos actuales y la aparicion de resistencia a los medicamentos. Por lo tanto, se
necesita urgentemente desarrollar un nuevo tratamiento para la infeccion por el VHB y
el cancer de higado HBV asociados dado que el numero de nuevos pacientes se

cncuentra en aumento constante.

El tratamiento con interferdén-alpha es la terapia comunmente utilizada para el
tratamiento de la infecciéon con HBV. No obstante, ¢l uso de interferdn-alpha va
acompafiado de una serie de efectos secundarios indeseables tales como sintomas de
tipo gripe (fatiga, fiebre, mialgia, etc.), efectos neurosiquidtricos (irritabilidad, apatia,
etc.), reduccidn de células mieloides tales como granulocitos y plaquetas, aumentos en
los niveles de triglicéridos, anormalidades del tiroides, etc. Recientemente ha sido
aprobado el tratamiento con lamivudina (3TC(R)), que es un analogo de nucledsido que
inhibe la sintesis del ADN de HBV. No obstante, la interrupcién del tratamiento con

lamivudina resulta en una reactivacion de la replicaciéon de HBV en la mayoria de
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pacientes. Ademas, se han identificado algunos casos de resistencia a este farmaco en

algunos pacientes.

El virus de la hepatitis B es un virus ADN circular de doble cadena que codifica la
polimerasa, la proteina X, el antigeno core y los antigenos de superficie (S y preS).

El genoma de HBV es muy compacto y contiene marcos abiertos de lectura que solapan
entre si, por lo que el uso de agentes silenciadores de la expresidon dirigidos contra una
regién determinada del genoma de HBV pueden ser ttiles para inhibir la expresion de
multiples ARNm de HBV. Asi, es conocido el uso de ARNs interferentes dirigidos
contra los ARNm de HBV para inhibir la replicacion de HBV (Arbuthnot et al.; Liver
International. 2005; 25: 9-15; Chen et al.; Pharm Res. 2008; 25: 72-86 y Stein y
Loomba; Infect Disord Drug Targets. 2009; 9: 105-106). No obstante, ¢l uso de ARNs
interferentes para inhibir la replicacion de HBV tiene la desventaja de que se trata de un
tratamiento costoso, de que los ARNSs interferentes tienen una vida media en suero
relativamente corta y que se pueden generar resistencias a la administracion repetida de

un unico ARN interferente (Wu H. et al. Gastroenterology, 2005; 128:708-16).

Por tanto, existe una necesidad en la técnica de tratamientos alternativos a la infeccion
con HBV que solventen parcial- o totalmente los problemas anteriormente

mencionados.

COMPENDIO DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la invencion se relaciona con un compuesto capaz de silenciar la
expresion génica del virus de la hepatitis B seleccionado del grupo consistente en:

(1) un snRNA Ul, en donde la secuencia de union a la secuencia consenso GU
del extremo 5’ del intrén de dicho snRNA Ul se encuentra modificada de
forma que se una especificamente a una secuencia diana de al menos un
ARNm de HBV de forma que es capaz de inhibir la maduraciéon de dicho
ARNm diana y en donde dicha secuencia diana se selecciona del grupo
consistente en las secuencias SEQ ID NO:4-24;

(i) un polinucleodtido que codifica un ARN Ul segun (i);

(iii) un vector de expresion que comprende un polinucledtido segun (ii),
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(iv)

)
(vi)

un ARN interferente dirigido especificamente a una secuencia diana de al
menos un ARNm de HBV que es capaz de provocar el silenciamiento de
dicho ARNm de HBV en donde dicha secuencia diana se selecciona del
grupo consistente en las secuencias SEQ ID NO:29 a 35;

un polinucledtido que codifica un ARN de interferencia segun (iv) y

un vector de expresion que comprende un polinucledtido segin (v).

En un segundo aspecto, la invencidn se relaciona con una composicién o un kit que

comprende en uno o varios contenedores:

(2)

(b)

un primer componente seleccionado del grupo de:

(1) unsnRNA Ul, en donde dicho snRNA U1 se encuentra modificado en
su secuencia de unidn a la secuencia consenso GU del extremo 5’ del
intron de forma que se una especificamente a una secuencia diana de
al menos un ARNm de HBV de forma que es capaz de inhibir la
maduracion de dicho ARNm diana,

(i)  Un polinucledtido que codifica un ARN Ul segun (i),

(iii) Un vector de expresion que comprende un polinucledtido seglin (i) y

un segundo componente seleccionado del grupo de

(iv) Un ARN interferente dirigido especificamente a una secuencia diana
del pre-ARNm de HBV que es capaz de provocar el silenciamiento de
dicho pre-ARNm de HBV,

(v)  Un polinucledtido que codifica un ARN de interferencia segln (iv) y

(vi) Un vector de expresion que comprende un polinucledtido seglin (v).

En un tercer aspecto, la invencion se relaciona con un polinucledtido capaz de silenciar

la expresion génica del virus de la hepatitis B que comprende

(1)

(ii)

una secuencia que codifica al menos un snRNA Ul modificado en su
secuencia de uniodn a la secuencia consenso GU del extremo 5’ del sitio de
corte del intrén de forma que se une especificamente a una secuencia diana
de al menos un ARNm de HBV y es capaz de inhibir el procesamiento de
dicho ARNm diana y

una secuencia que codifica un ARN interferente dirigido de forma

especifica a una secuencia diana de al menos un ARNm de HBV y que es
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capaz de provocar el silenciamiento de dicho ARNm de HBV.

En aspectos adicionales, la invencion se relaciona con compuesto, una composicion o
kit, un polinucleoétido o un vector de la invencion para su uso en medicina o para su uso
en la prevencidn o tratamiento de enfermedades causadas por una infeccidn por el virus
de la hepatitis B asi como con composiciones farmacéuticas que comprenden un
compuesto, una composicion o kit, un polinucleétido o un vector de la invencion y

vehiculo farmacéuticamente aceptable.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Representacion esquematica del genoma de HBV, de los ARNm generados a
partir del genoma de HBV y de la situacion en la molécula de las regiones diana para

los ARN Ul y los ARN interferentes de la invencidn.

Figura 2. Actividad inhibidora de la expresion de HBV producida por los shRNA
inhibidores. El Factor de Inhibicion (F.1.) representa el nimero de veces que se inhibe la

expresion en comparacion con el control (Mock). S.D.: Desviacion estandar.

Figura 3. Actividad inhibidora de la expresiéon de HBV producida por los inhibidores
Ulin. F.I.: Factor de Inhibicion; S.D.: Desviacidn estandar. (1 ug de plasmido por cada

1,5 x 10° células).

Figura 4A-4C. Actividad inhibidora de la expresion de HBV producida por distintas
combinaciones de inhibidores shRNA y Ulin. F.I.: Factor de Inhibicién; S.D.:
Desviacidn estandar. Notese que se usa la mitad de cada inhibidor y que por ello los

resultados no pueden compararse con los obtenidos en las Figuras 3 y 4.

Figura SA-5B. Actividad inhibidora de la expresién de HBV producida por distintos
inhibidores sShRNA y Ulin en el modelo de transfeccién con pHBV-Luc en células
HuH7. F.I.: Factor de Inhibicién; S.D.: Desviacidn estandar. Las dosis del plasmido

inhibidor ensayadas fueron la dosis maxima (1 ug), o la mitad de esta dosis (2D: 0,5

ug).
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Figura 6. Actividad inhibidora de la expresién de HBV producida por distintos
inhibidores ShRNA y Ulin en el modelo de transfeccién con pHBV-Luc en células
HuH7. F.1.: Factor de Inhibicién; S.D.: Desviacion estandar; S.1.: indice de sinergia. Las
dosis de cada plasmido inhibidor utilizadas fueron de 0,5 pg (en las combinaciones 0,5

ug/plasmido).

Figura 7A — 7J. Actividad inhibidora de la expresion de HBV producida por distintos
inhibidores shRNA y Ulin en el modelo in vivo de transfeccion con pHBV-Luc. [Luc]:
actividad luciferasa expresada como fotones/s/cm”/sr (x107). S.D.: Desviacién estandar.
Las dosis del plasmido inhibidor ensayadas fueron de 10 ug (en las combinaciones

también 10 ug/plasmido).
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Uli de la invencion

Los autores de la presente invencion han puesto de manifiesto que el uso de snRNAs Ul
modificados con capacidad de unirse a uno o varios de los ARNm de HBV permite
inhibir la expresion génica de dicho virus. Asi, segun se demuestra en el ejemplo 2 de la
presente invencion, la expresion de dicho snRNA Ul en una célula previamente
transfectada con un pldsmido que permite expresar el ARNm de HBV inhibe la
expresion del antigeno E. Asimismo, segun se observa en el ejemplo 3, la expresion de
distintos snRNAs Ul en células que expresan un genoma de HBV modificado mediante
la sustitucidn del gen del antigeno S por la secuencia que codifica luciferasa resulta en
una disminucion de la actividad luciferasa, indicativa de una inhibicién de la expresion
de dicho gen. Por otro lado, segun se demuestra en el ejemplo 4 de la presente
invencidn, la administracion de dichos snRNA U1l modificados a un animal al que se le
ha administrado un pldsmido que comprende el genoma de HBV modificado mediante
la sustitucion del antigeno S por la secuencia de la luciferasa permite reducir de forma
estadisticamente significativa la actividad luciferasa en higado en comparacién con los

animales a los que se le ha administrado el plasmido control.
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Asi, en un primer aspecto, la invencion se relaciona con un compuesto capaz de
silenciar la expresion génica del virus de la hepatitis B en donde dicho compuesto es un
snRNA Ul, en donde la secuencia de union a la secuencia consenso GU del extremo 5°
del intron de dicho snRNA Ul se encuentra modificada de forma que se una
especificamente a una secuencia diana de al menos un ARNm de HBV de forma que es
capaz de inhibir la maduracion de dicho ARNm diana y en donde dicha secuencia diana

se selecciona del grupo consistente en las secuencias SEQ ID NO:4-24;

El término “snRNA U1”, seglin se usa en ¢l contexto de la presente invencidn, se
entiende como un ARN nuclear pequefio (SnRNA por sus iniciales en inglés) que es
capaz de incorporarse en la ribonucleoproteina pequefia nuclear (snRNP) Ul y que,
conjuntamente con otras sSnRNPs forma un organulo llamado spliceosoma que se
encarga del procesamiento o ayuste de los pre-ARNm para dar lugar a los ARNm
maduros. sSnRNA Ul adecuados para su uso en la presente invencidn incluyen los
snRNA Ul que aparecen de forma natural en distintos organismos tales como Uls de
distintos mamiferos, incluyendo, sin limitacion, Ul snRNA 4 de origen humano
(numero de acceso NR _004421.1 en NCBI), el Ul snRNA 8 de origen humano (niimero
de acceso NR_004402.2 en NCBI), el Ul snRNA 7 de origen humano (nimero de
acceso NR _004424.2 en NCBI), el Ul snRNA 1 de origen humano (niimero de acceso
NR 004430.2 en NCBI); el Ul snRNA 2 de origen humano (niimero de acceso
NR _004427.2 en NCBI), el Ul snRNA 3 de origen humano (nimero de acceso
NR _004408.1 en NCBI), el Ul snRNA 5 de origen humano (nimero de acceso
NR _004400.1 en NCBI); el Ul snRNA 9 de origen humano (niimero de acceso
NR _004426.2 en NCBI), el Ul snRNA 6 de origen humano (nimero de acceso
NR _030723.1 en NCBI), el snRNA U1 de origen bovino (niimero de acceso M38483 en
NCBI), el snRNA U1 de raton (numero de acceso M14121 en NCBI), el snRNA Ul de

rata (numero de acceso JO1883en NCBI) y similares.

Asimismo, el término snRNA Ul incluye, de acuerdo con la presente invencion,
snRNAs Ul cuya secuencia difiere de la secuencia del snRNA Ul nativo y que se
denominan de forma genérica, genes snRNA Ul variantes. Ejemplos no limitativos de

dichos genes incluyen los que se recogen en la base de datos GenBank con niimeros de
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acceso L78810, AC025268, AC025264 y AL592207 and las variantes descritas en
Kyriakopoulou et al. (RNA (2006) 12:1603- 11).

En una forma preferida, el Ul corresponde al Ul snRNA 4 humano (Entrez Gene ID:

6060) que corresponde a la secuencia SEQ.ID.NO.2.

Asimismo, el término “snRNA Ul” incluye, de acuerdo con la presente invencion,
variantes funcionalmente equivalentes de los snRNA U1 definidos anteriormente y cuya
secuencia deriva de la de éstos mediante insercidn, sustitucion o eliminacion de uno o
mas nucledtidos y que conservan sustancialmente la capacidad de incorporarse en la
snRNP Ul y de promover el procesamiento de los ARNm. M¢étodos adecuados para
determinar la capacidad de un snRNA Ul de incorporarse en la snRNP Ul y de
promover el procesamiento de los ARNm incluyen, por ejemplo, el método descrito por
Hamm et al. (EMBO J., 1990, 9:1237-1244) basado en la capacidad del snRNA Ul de
promover ¢l procesamiento de un pre-ARNm co-administrado conjuntamente con dicho
snRNA Ul en extractos en los que previamente se ha eliminado el Ul enddgeno
mediante la administracion de un oligonucledtido que comprende una secuencia
complementaria con el extremo 5’ del Ul enddgeno promoviendo asi la eliminacion de

dicho extremo por la actividad RNasa H. OK

Preferiblemente, las variantes funcionalmente equivalentes de los snRNA Ul que
aparecen de forma nativa muestran una identidad de secuencia de al menos 60%, 70%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% en la totalidad de
la secuencia con respecto a los snRNA Ul nativos mencionados anteriormente.
Algoritmos adecuados para determinar la identidad de secuencias son conocidos en el
estado de la técnica, como por ejemplo BLAST, descrito en Altschul et al. (1990) (J
Mol Biol. Oct 5;215(3):403-10). Alternativamente, las variantes funcionalmente
equivalentes de los snRNA Ul incluyen aquellas que hibridan con las secuencia de
snRNA nativos en condiciones severas de hibridacion. Las condiciones bajo las cuales
hibridan cadenas de &cidos nucleicos totalmente complementarias se denominan
“condiciones muy severas de hibridacidén o “condiciones de hibridacion especificas de

secuencia”. El experto en la materia puede determinar empiricamente la estabilidad de
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un duplex teniendo en cuenta diversas variables, tales como, la longitud y concentracion
de pares de bases de las sondas, la fuerza idnica y la incidencia de los pares de bases
desaparcados, siguiendo las directrices del estado de la técnica (véase, por ejemplo,
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989); y Wetmur, Critical Reviews in
Biochem. and Mol. Biol. 26 (3/4):227-259 (1991)). A modo ilustrativo, en una
realizacion particular, las condiciones severas de hibridacion comprenden, por ejemplo,
una concentracion comprendida entre 0,15 M y 0,9 M de NaCl y una temperatura
comprendida entre 20°C y 65°C. En otra realizacidn particular, las condiciones muy
severas de hibridacién comprenden, por ejemplo, una concentracién comprendida entre

0,02 My 0,15 M de NaCl y una temperatura comprendida entre 50°C y 70°C.

Por “secuencia de unién a la secuencia consenso GU del extremo 5’ del intron” del
snRNA Ul modificado se entiende la regidon formada por el extremo 5’ del snRNA Ul
que interacciona mediante apareamiento de bases con el denominado sitio U1 o sitio 5’
del procesamiento (5 -splice site) que aparece en los pre-ARNm en la region 5’ de los
intrones, caracterizado por la secuencia consenso AG/GURAGU (en donde R es una
purina y / indica el limite exdn/intrén) y que permite a la maquinaria de procesamiento
de los pre-ARNm la localizacion del limite exon-intron Esta region corresponde a los
nucledtidos en posiciones 1 a 11 en el extremo 5’ de la secuencia del snRNA Ul

(Zhuang, Y y Weiner, A.M: 1986, Cell, 46:827-835).

Por “modificacion” de la secuencia consenso de unidn al sitio Ul en el pre-ARNm se
entiende que dicha secuencia consenso contiene un numero de mutaciones que resultan
en una pérdida sustancial en la capacidad de snRNA Ul de unirse al sitio U1 en el pre-
ARNm a la vez que dicho snRNA Ul adquiere una nueva complementariedad que le
permite formar un duplex mediante aparcamiento de bases con una region
preseleccionada en un pre-ARNm diana. En la presente invencion, las secuencias
preseleccionadas corresponden a las secuencias identificadas como SEQ ID NO:4 a 24
y que corresponden a regiones del genoma de HBV. Estos snRNA Ul modificados se
denominan Ulin. El grado de complementariedad entre la secuencia de union al sitio

Ul en el snRNA modificado de acuerdo con la presente invencion y la region
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preseleccionada en el pre-ARNm diana puede variar entre 3 y 16 nucledtidos,
preferiblemente entre 8 y 16 nucleotidos y, més preferiblemente, entre 10 y 11
nucleotidos. Sin embargo, la méxima eficacia en la inhibicion de la expresion del gen
diana se observa cuando los 10-11 nucleétidos que forman el sitio Ul han sido
modificados para hacerlos complementarios al sitio preseleccionado en el pre-ARNm
diana. Por tanto, preferiblemente, el Ulin se encuentra modificado en todos aquellos
nucledtidos en las posiciones 1 a 11 o de 2 a 11 de forma que dicha regiéon sea
totalmente complementaria con 11 o 10 nucledtidos consecutivos en el sitio
preseleccionado del pre-ARNm diana. El experto en la materia apreciard que, para
generar el Ulin, serd necesario Unicamente modificar aquellos nucledtidos en el Ul

nativo que sean distintos a los que aparecen en la secuencia diana.

El experto en la materia apreciard que las secuencias de los snRNA Ul de distintos
organismos son conocidos. Por tanto, una vez que la secuencia de un determinado
snRNA Ul es conocida, es posible determinar si este corresponde a un ARN Ul nativo
o0 ha sido modificado en uno o mas nucleétidos de la zona de interaccion con el extremo

5’ del intron.

La modificacion en la secuencia del snRNA Ul permite inhibir el procesamiento de los
pre-ARNm, entendiendo como procesamiento del extremo 3” cualquiera de los pasos
necesarios para la formacion del ARNm poliadenilado a partir de un pre-ARNm sin
poliadenilar (procesamiento del sitio consenso de poliadenilacion y adicidn de la cola
de poliA+). Estos snRNA Ul modificados se incorporan en la correspondiente snRNP
para dar lugar a snRNP modificadas que, en lugar de unirse al pre-ARNm en el sitio de
procesamiento del intrdn, se unen al pre-ARNm en una regién determinada de éste en
funcion de la especificidad de secuencia de la region modificada en el snRNA Ul. Esta
interaccion provoca una parada de la maquinaria de poliadenilacion que resulta en el
secuestro del pre-ARNm en el nucleo, una disminuciéon de la maduracién del pre-
ARNm y, a su vez, una disminucién en la produccion de la proteina codificada por
dicho pre-mRNA. A la vista de la capacidad de los snRNA U1 modificados de provocar

la inhibicion de le expresion del pre-ARNm diana, ¢stos Ul modificados se conocen
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como Ulin. El efecto de los Ulin es por tanto el provocar una disminucién o una

inhibicion de la expresion génica.

Dado que la minima longitud 6ptima de la secuencia diana es de 10 nucleotidos, los
sitios de union para una secuencia de dicha longitud aparecerdn de forma aleatoria una
vez cada 10° nucledtidos, lo que implica que apareceran unas 3000 veces en ¢l genoma
humano. Sin embargo, dado que los exones constituyen solo un 2% del genoma humano
y que la inhibicién mediada por snRNP con U1l modificados de la expresion de genes
que comprenden exones requiere apareamiento con regiones no estructuradas en los
exones terminales de los transcritos que contienen las sefales de poliadenilacion
(AAUAAA), la especificidad de la inhibicién es mucho mayor. Preferiblemente, se
eligen aquellos sitios diana en el genoma de HBV que aparezcan un menor nimero de
veces en los exones 37 terminales del organismo del que proceden las células en las que

se va a llevar a cabo el silenciamiento.

La frecuencia de aparicion de las posibles dianas se puede determinar por comparacion
de secuencias. Tipicamente, para la comparacidn de secuencias, una secuencia actiia
como la secuencia de referencia, con la que se comparan las secuencias de prueba.
Cuando se utiliza un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias de prueba
y la de referencia se introducen en un ordenador, se designan coordenadas de
subsecuencia, si es necesario, y se designan los pardmetros del algoritmo de secuencia
del programa. Preferiblemente, se pueden usar parametros de programa por defecto, o
se pueden designar pardmetros de programa alternativos. El algoritmo de comparacion
de secuencia calcula los porcentajes de las identidades de secuencia de las secuencias de
pruecba con respecto a la secuencia de referencia, basandose en los pardmetros del

programa.

Una “ventana de comparacion”, en el contexto de la presente invencidn, hace referencia
a un segmento de cualquiera de las posiciones contiguas seleccionadas del grupo que
consiste en 19 a 600, preferiblemente alrededor de 50 a alrededor de 200, mas
preferiblemente alrededor de 100 a alrededor de 150, en ¢l que una secuencia se puede

comparar con una secuencia de referencia con el mismo niimero de posiciones
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contiguas, una vez que las dos secuencias se hayan alineado dptimamente. Métodos de
alineamiento de secuencias para comparacion son ampliamente conocidos en la técnica.
Se pueden llevar a cabo alineamientos 6ptimos de secuencias para comparacion, €.g.,
con ¢l algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981,
2:482), con el algoritmo de alineamiento por homologia de Needleman y Wunsch, (J.
Mol. Biol., 1970, 48:443), por busqueda de similitud con el método de Pearson y
Lipman, (Proc. Natl Acad. Sci. USA, 1988, 85:2444), por implementacion
computerizada de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en ¢l
Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.,
Madison, WI), o por alineamiento manual ¢ inspeccion visual {véase, e.g., Current

Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al, eds. 1995 supplement)}.

Ejemplos preferidos de algoritmos adecuados para determinar el porcentaje de identidad
de secuencia y similitud de secuencia, son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que
estan descritos en Altschul et al, (Nucl. Acids Res., 1977, 25:3389-3402) y Altschul et
al, (J. Mol. Biol., 1990, 215:403-410), respectivamente.

Preferiblemente, los snRNAs Ul modificados usados en la composicién de la invencidén
se seleccionan de tal manera que su secuencia de unién a la secuencia consenso GU del
final 5” del intrén, que ha sido modificada de acuerdo con la secuencia del pre-ARNm
diana, ¢s idéntica o substancialmente idéntica a los sitios diana. Los términos “idéntico”
o “porcentaje de identidad”, en ¢l contexto de dos o mas 4cidos nucleicos o secuencias
polipeptidicas, se refieren a dos 0 mas secuencias o sub-secuencias que son la misma
(idénticas) o que presentan un porcentaje de residuos de aminoacidos o de nucledtidos
que es ¢l mismo (por ejemplo, en al menos 70% de similitud, preferiblemente 70%,

75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% y 100%.

Polinucleétidos v vectores que codifican los Ulin de la invencion

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un polinucledtido que codifica un snRNA

Ulin de acuerdo a la invencidn.
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El término “polinucledtido”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a un
polimero formado por un nimero variable de monémeros en donde los mondmeros son
nucledtidos, incluyendo tanto ribonucledtidos como desoxirribonucledtidos. Los poli
nucleodtidos incluyen mondmeros modificados mediante metilacion o asi como formas
no modificadas. Los términos "polinucledtido” y "acido nucleico” se usan
indistintamente en la presente invencion ¢ incluyen mRNA, ¢cDNA y polinucledtidos
recombinantes. Segln se usa en la presente invencidn, los polinucledtidos no estan
limitados a polinucledtidos tal y como aparecen en la naturaleza, sino que incluye
polinucleotidos en los que aparecen andlogos de nucledtidos y enlaces
internucleotidicos no naturales. Ejemplos no limitantes de este tipo de estructuras no
naturales incluyen polinucleétidos en los que el azticar es distinto a la ribosa,
polinucledtidos en los que aparecen enlaces fosfodiester 3°-5° y 27-57, polinucleétidos
en los que aparecen enlaces invertidos (3°-3° y 5°-57) y estructuras ramificadas.
Adicionalmente, los polinucledtidos de la invencion incluyen enlaces internucleotidicos
no naturales tales como péptidos acidos nucleicos (PNA o peptide nucleic acids), dcidos
nucleicos cerrados (LNA or locked nucleic acids), enlaces C1-C4 alquilfosfonato del
tipo de metilfosfonato, fosforamidato, CI1-C6 alquilfosfotrioester, fosforotioato y
fosforoditioato. En cualquier caso, los polinucleétidos de la invencion mantienen la
capacidad de hibridar con 4cidos nucleicos diana de forma similar a polinucle6tidos

naturales.

El polinucleétido que codifica el snRNA U1 de acuerdo a la invencidén puede estar
operativamente acoplado a un promotor que permita la transcripcién de dicho
polinucledtido en la célula en la que se desea la expresion del Ulin. Promotores
adecuados para la realizacion de la presente invencidn incluyen, sin estar
necesariamente limitados, promotores constitutivos tales como el promotor de Ul o
derivados de los genomas de virus cucariotas tales como el virus del polioma,
adenovirus, SV40, CMV, virus del sarcoma aviar, virus de la hepatitis B, el promotor
del gen de la metalotioneina, el promotor del gen de la timidina kinasa del virus del
herpes simplex, regiones LTR de los retrovirus, el promotor del gen de la
inmunoglobulina, el promotor del gen de la actina, el promotor del gen EF-1alpha asi

como promotores inducibles en los que la expresion del gen depende de la adicidon de
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una molécula o de una senal exdgena, tales como el sistema tetraciclina, el sistema
NFkappaB/luz UV, el sistema Cre/Lox y el promotor de los genes de choque térmico,
los promotores regulables de la ARN polimerasa II descritos en WO/2006/135436 asi
como promotores especificos de tejido ((por ejemplo, el promotor de PSA descrito en
WO02006012221). En una forma de realizacidon preferida, los promotores son

promotores de la ARN polimerasa II que actian de forma constitutiva.

No obstante, dado que los Ulin de acuerdo a la invencidn van a ser expresados en
cé¢lulas hepaticas, una forma preferida de realizacidon de la presente invencion
contempla la posibilidad de que el polinucledtido se encuentre bajo control operativo
de un promotor especifico de higado. Ejemplos no limitativos de tales promotores son

el promotor de la proteina urinaria principal o el promotor de la albimina.

Adicionalmente, puede usarse en ¢l contexto de la presente invencidn cualquier
promotor especifico de higado descrito en la base de datos de promotores especificos
de tejido TiProD tal como se describe por Chen, X. et al., (Nucleic Acids Res., 2006,
34, Database Issue).

En otra forma preferida de realizacion, el polinucledtido que codifica el Ulin de
acuerdo a la invencidn se encuentra bajo el control del propio promotor del gen que

codifica el snRNA U1 del que deriva el Ulin.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un vector de expresion que comprende un
polinucleétido de acuerdo a la invencion. Vectores adecuados para la insercidon de
dichos polinucledtidos son vectores derivados de vectores de expresion en procariotas
tales como pUCI1S, pUC19, Bluescript y sus derivados, mp18, mp19, pBR322, pMB9,
ColEl, pCRI1, RP4, fagos y vectores “shuttle” tales como pSA3 and pAT28, vectores de
expresion en levaduras tales como vectores del tipo de plasmidos de 2 micras,
plasmidos de integracion, vectores YEP, plasmidos centroméricos y similares, vectores
de expresion en c¢lulas de insectos tales como los vectores de la serie pAC y de la serie
pVL, vectores de expresion en plantas tales como vectores de la serie pIBI,

pEarleyGate, pAVA, pCAMBIA, pGSA, pGWB, pMDC, pMY, pORE y similares y
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vectores de expresion en células eucariotas superiores, incluyendo baculovirus
adecuados para la transfeccion de células de insectos usando cualquier sistema de
baculovirus disponible comercialmente. Los vectores de c¢lulas eucariotas incluyen
preferiblemente vectores virales (adenovirus, virus asociados a los adenovirus asi como
retrovirus y, en particular, lentivirus) asi como vectores no virales tales como pSilencer
4.1-CMV  (Ambion), pcDNA3, pcDNA3.1/hyg pHCMV/Zeo, pCR3.1, pEFl/His,
pIND/GS, pRc/HCMV2, pSV40/Zeo2, pTRACER-HCMV, pUB6/V5-His, pVAXI,
pZeoSV2, pCl, pSVL and pKSV-10, pBPV-1, pML2d y pTDTL

Preferiblemente, los vectores comprenden un gen reportero o marcador que permite
identificar aquellas células que han incorporado el vector tras haber sido puestas en
contacto con ¢éste. Genes reporteros utiles en el contexto de la presente invencidon
incluyen lacZ, luciferasa, timidina quinasa, GFP y similares. Genes marcadores ttiles en
el contexto de la presente invencidn incluyen por ejemplo el gen de resistencia a la
neomicina, que confiere resistencia al aminoglucdsido G418, el gen de la higromicina
fosfotransferasa que confiere resistencia a higromicina, el gen ODC, que confiere
resistencia al inhibidor de la ornitina descarboxilasa (2-(difluorometil)-DL-ornitina
(DFMO), el gen de la dihidrofolato reductasa que confiere resistencia a metotrexato, el
gen de la puromicina-N-acetil transferasa, que confiere resistencia a puromicina, el gen
ble que confiere resistencia a zeocina, ¢l gen de la adenosina deaminasa que confiere
resistencia a 9-beta-D-xilofuranosil adenina, el gen de la citosina deaminasa, que
permite a las c¢lulas crecer en presencia de N-(fosfonacetil)-L-aspartato, timidina
kinasa, que permite a las células crecer en presencia de aminopterina, el gen de Xantina-
guanina fosforibosiltransferasa, que permite a las células crecer en presencia de xantina
y ausencia de guanina, ¢l gen trpB de E.coli que permite a las células crecer en
presencia de indol en lugar de triptdéfano, el gen hisD de E.coli, que permite a las células
el usar histidinol en lugar de histidina. El gen de seleccidn se incorpora en un plasmido
que puede incluir, adicionalmente, un promotor adecuado para la expresion de dicho
gen en células eucariotas (por ejemplo, los promotores CMV o SV40), un sitio
optimizado de iniciacion de la traduccion (por ejemplo un sitio que sigue las
denominadas reglas de Kozak o un IRES), un sitio de poliadenilacién como, por

ejemplo, el sitio de poliadenilacién del SV40 o de la fosfoglicerato quinasa, intrones
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como, por ¢jemplo, el intrén del gen de la beta-globulina. Alternativamente, es posible
usar una combinacion de gen reportero y gen marcador simultdneamente en el mismo

vector.

En una forma preferida de realizacidn, los vectores son vectores virales. En una forma
aun mas preferida de realizacion, los vectores usados para la expresion del primer o del
segundo componente de la invencidn (siempre y cuando éste esté basado en ADN) es un
vector viral seleccionado del grupo de adenovirus, virus adenoasociado, retrovirus,

lentivirus, herpesvirus, SV40 y alfavirus.

ARN interferentes de la invenciéon

Los autores de la presente invencion han puesto de manifiesto que el uso de ARN
interferentes con capacidad de unirse a uno o varios de los ARNm de HBV permite
inhibir la expresion génica de dicho virus. Asi, segun se demuestra en el ejemplo 2 de la
presente invencion, la expresion de dichos ARN interferentes en una célula previamente
transfectada con un pldsmido que permite expresar el ARNm de HBV inhibe la
expresion del antigeno E. Asimismo, segliin se observa en el ejemplo 3, la expresion de
distintos ARN interferentes en células que expresan un genoma de HBV modificado
mediante la sustitucion del gen del antigeno S por la secuencia que codifica luciferasa
resulta en una disminucion de la actividad luciferasa, indicativa de una inhibicion de la

expresion de dicho gen.

Asi, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con un ARN interferente dirigido
especificamente a una secuencia diana de al menos un ARNm de HBV que es capaz de
provocar el silenciamiento de dicho ARNm de HBV en donde dicha secuencia diana se

selecciona del grupo consistente en las secuencias SEQ ID NO:29 a 35;

Por un “ARN interferente capaz de provocar el silenciamiento de la expresion de un
ARNm” se entiende, en el contexto de la presente invencion, una molécula de ARN
que, cuando se encuentra en el interior de una célula, es capaz bien por si misma o bien

tras su modificacion por la maquinaria celular, de unirse al ARNm diana que contiene
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la secuencia preseleccionada y provocar la degradacién de éste, inhibiendo asi su

traduccion y la produccion de la proteina codificada por éste.

Agentes silenciadores que inducen la respuesta RNAI1 frente a un ARNm diana y que
podrian incorporarse en ¢l segundo componente de la invencion incluyen, sin

limitacion, siRNA, sShRNA and miRNA
(1) siRNA

Los siRNA son agentes capaces de inhibir la expresion de un gen diana mediante
interferencia de ARN. Un siRNA se puede sintetizar quimicamente o se pueden obtener
mediante transcripcion in vitro. Tipicamente, los sSiRNA consisten en una cadena doble
de ARN de entre 15 y 40 nucledtidos de longitud y que puede contener una region
protuberante 3’ y/o 5 de 1 a 6 nucledtidos. La longitud de la region protuberante es
independiente de la longitud total de la molécula de siRNA. Los siRNA actian
mediante la degradacidn o el silenciamiento post-transcripcional del mensajero diana.
Los siRNA de la invencidén son sustancialmente homoélogos a una regién
preseleccionada del ARNm diana. Por “sustancialmente homoélogos” se entiende que
tienen una secuencia que es suficientemente complementaria o similar al ARNm diana
de forma que el siRNA sea capaz de provocar la degradacion de éste por interferencia
de ARN. “Sustancialmente homologos” puede entenderse como “sustancialmente
idénticos” segln se ha explicado anteriormente. Los siRNA adecuados para provocar
dicha interferencia incluyen siRNA formados por ARN, asi como siRNA que contienen

distintas modificaciones quimicas tales como:

— siRNA en los que los enlaces entre los nucledtidos son distintos a los que

aparecen en la naturaleza, tales como enlaces fosforotioato.

— conjugados de la cadena de siRNA con un reactivo funcional, tal como un

fluordforo.

— Modificaciones de los extremos de las cadenas de siRNA, en particular el
extremo 3’ mediante la modificacion con distintos grupos funcionales del

hidroxilo en posicion 2°.
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— Nucleotidos con azucares modificados tales como restos O-alquilados en

posicion 2’ tales como 2°-O-metilribosa p 2’-O-fluorosibosa.

— Nucleotidos con bases modificadas tales como bases halogenadas (por ejemplo
5-bromouracilo y 5-iodouracilo), bases alquiladas (por e¢jemplo 7-

metilguanosina).

Los siRNA de la invencidon se pueden obtener usando una serie de técnicas conocidas
para el experto en la materia. Por ejemplo, el siRNA puede ser sintetizado
quimicamente a partir de ribonucledsidos protegidos con grupos forsforamidito en un

sintetizador de ADN/ARN convencional.
(i) shRNA

En otra forma de realizacion, el ARN interferente de la invencion es ShRNA (short
hairpin ARN). Por shRNA se entiende, en ¢l contexto de la presente invencion, una
molécula de ARN formada dos cadenas antiparalelas conectadas por una regiéon
horquilla y en donde la secuencia de una de las cadenas antiparalelas es complementaria
a una region preseleccionada en el ARNm diana. Los shRNA estan compuestos de una
secuencia antisentido corta (de 19 a 25 nucleoétidos), seguida de un bucle de entre 5y 9
nucledtidos a la que sigue la cadena sentido. Los shRNA pueden sintetizarse
quimicamente a partir de ribonucledsidos protegidos con grupos forsforamidito en un
sintetizador de ADN/ARN convencional o bien pueden obtenerse a partir de un
polinucleétido mediante transcripcion in vitro. Los shRNA son procesados en el interior
de la célula por la RNasa Dicer que elimina la region de la horquilla dando lugar a
siRNAs segun se ha descrito anteriormente. Los sShRNA también pueden contener
distintas modificaciones quimicas tal y como se ha descrito anteriormente para el caso

de los siRNA.
(iii) miRNA

Los miRNA o microRNA son pequefias moléculas de ARN que aparecen de forma
natural en la célula y que se encargan de controlar la especificidad de la expresion
génica regulando la degradacion y la traduccion de ARNm. Aunque los miRNA son

moléculas enddgenas que actian regulando la vida media de ARNm celulares, se ha
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demostrado que la estructura de un miRNA enddégeno (por ejemplo miR-30) puede
alterarse para incluir secuencias que codifican siRNA y que dichos miRNA modificadas
pueden ser utilizados para promover la degradacién de genes diana endogenos
(W0O03093441). También se ha demostrado que secuencias siRNA incorporadas en la
region del tallo de mir-26a funcionan como efectores de RNAi provocando la
degradacion de ARNm homoélogos (McManus, M.T. et al., 2002, RNA, 8:842-850). En
ambos casos, la secuencia de nucléotidos introducida en el tallo del miRNA mostraba

un 100% de identidad con el gen diana.

Los miRNA adecuados para su uso en las composiciones de la invencion constan de 19-
24 nucledtidos, preferiblemente de 21 o 22 nucledtidos. Los miRNA se pueden disefiar
de forma que hibriden a un transcrito de ARN con un alto grado de especificidad.
Preferiblemente, el miRNA se disefia de forma que muestra un 100% de identidad o que
muestran un alto grado de identidad (por ejemplo, aceptando al menos 1, al menos 2, al
menos 3 o mas de malos emparejamientos) con el ARNm diana dado que un solo
nucledtido no complementario puede, dependiendo de su localizacién en la cadena de
miRNA, disminuir los niveles de inhibicién. Los miRNA pueden ser disefiados de
forma que se dirijan a la region 5’ no traducida, a la regién codificante o a la regién 3’

de un ARNm diana.

miRNA adecuados para la realizacion de la presente invencion corresponden a aquellos
basados en el miRNA enddgeno miR-30, segin se ha descrito en WO003093441 o
basados en los miRNA endogenos segun se ha descrito en W003029459.

Polinucleodtidos v vectores que codifican un ARN de interferencia de acuerdo a la

invenciéon

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un polinucledtido cuya transcripcion da
lugar a un ARN Interferente de acuerdo a la invencion. Este polinucleétido puede dar
lugar a los siRNA, shRNA y/o miRNA descritos anteriormente. En el caso de
polinucledtidos que codifican un shRNA o un miRNA, éstos comprenden una tnica
regidén promotora que regula la transcripcion de una secuencia que comprende las
cadenas sentido y antisentido de los ShRNA y miRNA conectadas por una horquilla o

por una region stem-loop. En principio, cualquier promotor puede ser usado para la
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expresion de los shRNA y miRNA siempre que dichos promotores sean compatibles
con las células en las que se desea expresar los siRNAs. Asi, promotores adecuados
para la realizacidn de la presente invencidon incluyen los que se mencionaron
anteriormente para la expresion del Ulin. En una forma de realizacion preferida, los
promotores son promotores de la ARN polimerasa III que actiian de forma constitutiva.
Los promotores de la ARN polimerasa I aparecen en un nimero limitado de genes

tales como 5S ARN, ARNt, ARN 7SL y ARNsn U6.

Por otro lado, los polinucledtidos que codifican los siRNA comprenden dos unidades
transcripcionales formadas cada una de ellas por un promotor que regula la
transcripcidn de una de las cadenas que forma en siRNA (sentido y antisentido). Los
polinucledtidos que codifican los siRNA pueden contener unidades transcripcionales
convergentes o divergentes. En los polinucledtidos de transcripcion divergente, las
unidades transcripcionales que codifican cada una de las cadenas de ADN que forman el
siRNA se encuentran localizadas en tdndem en el polinucledtido de forma que la
transcripcién de cada cadena de ADN depende de su propio promotor, que puede ser
igual o distinto (Wang, J. et al., 2003, Proc.Natl. Acad.Sci.USA., 100:5103-5106 y Lee,
N.S., et al., 2002, Nat.Biotechnol., 20:500-505). En los polinucleoétidos de transcripcion
convergente, las regiones de ADN que dan lugar al siRNA se encentran formando las
cadenas sentido y antisentido de una region de ADN que se encuentra flanqueada por
dos promotores invertidos. Tras la transcripcion de las cadenas de ARN sentido y
antisentido, ¢éstas formaran ¢l hibrido correspondiente al siRNA funcional.
Combinaciones adecuadas de promotores para los polinucledtidos que comprenden
unidades transcripcionales invertidas incluyen 2 promotores U6 (Tran, N. et al., 2003,
BMC Biotechnol., 3:21), un promotor U6 de raton y un promotor HI humano (Zheng,
L., et al., 2004, Proc.Natl.Acad.Sci.USA., 101:135-140 y W02005026322) y un
promotor U6 humano y un promotor H1 de raton (Kaykas, A. y Moon, R., 2004, BMC
Cell Biol., 5:16). En una forma de realizacidén preferida, las cadenas sentido y
antisentido del siRNA se encuentran reguladas por promotores distintos. En una forma
de realizacidon atin més preferida, ambas unidades transcripcionales se encuentran
orientadas de forma convergente. En una forma de realizacidon preferida, los promotores
de ARN polimerasa de tipo III son los promotores de los genes H1 y U6 de origen

humano o murino. En una forma de realizacion aun mas preferida, los promotores son 2
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promotores U6 de origen humano o murino, un promotor U6 de raton y un promotor H1

humano o un promotor U6 humano y un promotor HI de ratén.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un vector de expresion que comprende un
polinucledtido de acuerdo a la invencidn. Vectores adecuados para la expresion de los
ARN interferentes de acuerdo a la invencion incluyen, sin limitacion, cualquiera de los
vectores mencionados anteriormente en el contexto de los vectores para la expresion de

los snRNA Ul modificados de acuerdo a la invencién.

Composiciones de la invencién

Los autores de la presente invencidon han demostrado que la combinaciéon de un snRNA
Ul modificado especifico frente a HBV y de un ARN interferente especifico frente a un
ARNm de HBV permite inhibir la expresion génica de HBV de forma sinérgica més
eficazmente que cada uno de los componentes actuando por separado. Dicha inhibicion
sinérgica ocurre independiente de que las moléculas de Ulin y ARN interferente vayan
dirigidas, respectivamente, a una region del pre-ARNm y a un ARNm procedente de la
misma region del genoma o no. Asi, en otro aspecto, la invencion se relaciona con una
composicion o un kit que comprende en uno o varios contenedores:
(a) unprimer componente seleccionado del grupo de:

(1) unsnRNA Ul, en donde dicho snRNA U1 se encuentra modificado en
su secuencia de unidn a la secuencia consenso GU del extremo 5’ del
intron de forma que se una especificamente a una secuencia diana de
al menos un ARNm de HBV de forma que es capaz de inhibir la
maduracion de dicho ARNm diana,

(i)  Un polinucledtido que codifica un ARN Ul segun (i),

(iii) Un vector de expresion que comprende un polinucledtido seglin (i) y

(b) un segundo componente seleccionado del grupo de

(iv) Un ARN interferente dirigido especificamente a una secuencia diana
del pre-ARNm de HBV que es capaz de provocar el silenciamiento de
dicho pre-ARNm de HBV,

(v)  Un polinucledtido que codifica un ARN de interferencia segln (iv) y

(vi) Un vector de expresion que comprende un polinucledtido seglin (v).



10

15

20

25

WO 2012/045894 PCT/ES2010/070643

21

El primer componente de las composiciones de la invencion es un snRNA Ul especifico
frente a HBV tal y como se ha definido anteriormente al describir los snRNA Ul de la
invencion, un polinucledtido que codifica un ARN Ul o un vector de expresion que
comprende un polinucledtido que codifica un ARN Ul. Formas particulares de dicho
primer componente se han descrito con detalle anteriormente en el contexto de los
snRNA Ul modificados de la invencion, de los polinucledtidos que codifican dichos
snRNA Ul modificados y de los vectores que contienen dichos polinucleotidos y son
igualmente aplicables al primer componente de la invencidén. En una forma preferida de
realizacion, la secuencia diana en el genoma de HBV frente a la que se une el snRNA

U1 modificado se selecciona del grupo consistente en las secuencias SEQ ID NO:4 a
28.

El segundo componente de la composicidén de la invencidn es un ARN interferente
especifico frente a la menos un ARNm de HBV, un polinucleétido que codifica dicho
ARN Interferente o un vector de expresion que comprende dicho polinucleétido.
Formas particulares de las distintas realizaciones de dicho segundo componente de la
invencion se han descrito con detalle anteriormente en el contexto de los ARN
interferentes de la invencién, de los polinucledtidos que codifican dichos ARN
interferentes y de los vectores que contienen dichos polinucledtidos y son igualmente
aplicables al segundo componente de la invencidn. En una forma preferida de
realizacion, la secuencia diana en el genoma de HBV frente a la que se une el ARN

intereferente se selecciona del grupo consistente en las secuencias SEQ ID NO:29 a 35.

En una forma preferida de realizacion, las composiciones de la invencidn comprenden
componentes caracterizados por su capacidad de unirse a secuencias diana concretas en

el ARNm de HBV y que se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1: Secuencias diana en ¢l genoma de HBV frente a la que se

dirigen los Ulin y los ARN interferentes de acuerdo a la invencidn.

Secuencia diana a la que se une | Secuencia diana a la que se une el

el snRNA U1l modificado ARN interferente

SEQ ID NO:4 SEQ ID NO: 29
SEQ ID NO:6 SEQ ID NO: 31
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Secuencia diana a la que se une | Secuencia diana a la que se une el

el snRNA Ul modificado ARN interferente
SEQ ID NO:8 SEQ ID NO: 33
SEQ ID NO:8 SEQ ID NO: 29
SEQ ID NO:8 SEQ ID NO: 31
SEQ ID NO:8 SEQ ID NO: 32
SEQ ID NO:9 SEQ ID NO: 29
SEQ ID NO:12 SEQ ID NO: 33
SEQ ID NO:12 SEQ ID NO: 29
SEQ ID NO:13 SEQ ID NO: 29
SEQ ID NO:13 SEQ ID NO: 32
SEQ ID NO:14 SEQ ID NO: 33
SEQ ID NO:14 SEQ ID NO: 29
SEQ ID NO:14 SEQ ID NO: 32
SEQ ID NO:15 SEQ ID NO: 29
SEQ ID NO:16 SEQ ID NO: 31
SEQ ID NO:17 SEQ ID NO: 31
SEQ ID NO:18 SEQ ID NO: 31
SEQ ID NO:21 SEQ ID NO: 32
SEQ ID NO:21 SEQ ID NO: 29
SEQ ID NO:21 SEQ ID NO: 32
SEQ ID NO:24 SEQ ID NO: 33
SEQ ID NO:24 SEQ ID NO: 29
SEQ ID NO:24 SEQ ID NO: 32
SEQ ID NO:26 SEQ ID NO: 34
SEQ ID NO:26 SEQ ID NO: 31

Polinucledtidos bifuncionales de la invencidn y vectores que comprenden dichos

polinucledtidos

Los autores de la presente invencion han demostrado que la combinacion de un snRNA
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Ul modificado especifico frente a HBV y de un ARN interferente especifico frente a
HBYV permite inhibir la expresion de génica de HBV de forma sinérgica més
eficazmente que el cada uno de los componentes actuando por separado. Por tanto, en
aquellos casos en los que snRNA Ul modificado y el ARN interferente se aportan como
los correspondientes acidos nucleicos que codifican dichos ARNs, es posible la
combinacion de ambas secuencias en un unico polinucleoétido, dando lugar asi a un
polinucledtido (en adelante polinucledtido bifuncional de la invencion) que permite la
puesta en contacto del organismo a tratar con los dos componentes necesarios para
obtener el efecto sinérgico de forma simultdnea mediante una inica administracion. Asi,
en otro aspecto, la invencion se relaciona con un polinucledtido capaz de silenciar la
expresion génica del virus de la hepatitis B que comprende:

(1) una secuencia que codifica al menos un snRNA Ul modificado en su
secuencia de uniodn a la secuencia consenso GU del extremo 5’ del sitio de
corte del intrén de forma que se une especificamente a una secuencia diana
de al menos un ARNm de HBV y es capaz de inhibir el procesamiento de
dicho ARNm diana y

(i) una secuencia que codifica un ARN interferente dirigido de forma
especifica a una secuencia diana de al menos un ARNm de HBV y que es

capaz de provocar el silenciamiento de dicho ARNm de HBV.

En una forma preferida de realizacion, el componente (ii) del polinucleotido bifuncional
comprende las cadenas sentido y antisentido de al menos un siRNA, codifica al menos
un pre-miRNA o codifica al menos un shRNA en donde dichos siRNA, miRNA y
shRNA se unen especificamente el ARN Ul codificado por la secuencia definida en (i)

y que es capaz de provocar ¢l silenciamiento in vivo de dicho ARNm diana.

En una forma preferida de realizacion, la secuencia diana en ¢l genoma de HBV a la que
se une el snRNA Ul modificado codificado por la primera secuencia del polinucleotido
bifuncional de la invencidn se selecciona del grupo consistente en las secuencias SEQ

ID NO:4 a 28.

En una forma preferida de realizacion, la secuencia diana en ¢l genoma de HBV a la que
se une ¢l ARN interferente codificado por la segunda secuencia del polinucledtido

bifuncional de la invencidn se selecciona del grupo consistente en las secuencias SEQ
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ID NO:29 a 35.

Preferiblemente, el polinucledtido bifuncional de la invencidon comprende secuencias
que codifican combinaciones particulares de snRNA U1 modificado y de ARN
interferentes que muestran un efecto sinérgico en su capacidad de inhibicién de la
expresion génica de HBV. Asi, en forma preferidas de realizacion, el polinucledtido
bifuncional de la invencidn comprende secuencias codificantes para snRNA Ul
modificados y ARN interferentes que se unen a secuencias diana tal y como se describe

anteriormente en la Tabla 1.

Los polinucleotidos bifuncionales de la invencion se encuentran habitualmente
acoplados a regiones reguladoras de su expresion que pueden ser idénticas para las
secuencias que codifican el Ulin y para las secuencias que codifican el ARN
interferente o pueden ser distintas. Promotores adecuados para la expresion de dichos
polinucleétidos son los mismos (constitutivos, regulables y especificos de tejido) que se

mencionaron anteriormente para la expresion de los Ulin.

Asimismo, los polinucledtidos bifuncionales de la invenciéon pueden estar formando
parte de un vector de expresion. Asi, en otro aspecto, la invencion se relaciona con
vectores de expresion que comprenden un polinucledtido bifuncional de la invencion.
Vectores adecuados para ¢l clonaje y la propagacion de los polinucledtidos de la
invencidon son sustancialmente los mismos que se mencionaron anteriormente para la
expresion de los polinucledtidos que codifican los Ulin o los polinucleotidos que
codifican los ARN interferentes. Preferiblemente, los vectores de expresiéon de los
polinucledtidos de la invencidon son vectores virales, ain mas preferiblemente vectores
seleccionados del grupo de adenovirus, virus adenoasociado, retrovirus, lentivirus,

herpesvirus, SV40 y alfavirus.

Usos médicos de los compuestos, las composiciones v polinucledtidos bifuncionales de

la invencién

Los autores de la presente invencidon han demostrado que los compuestos de la

invencidn son capaces de inhibir la expresion génica de HBV. Asimismo, los autores de
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la presente invencidn han puesto de manifiesto que las composiciones de la invencion y
los polinucledtidos bifuncionales son capaces de inhibir la expresion de los genes de
HBYV de forma sinérgica més eficazmente que cada uno de los componentes actuando
por separado. Por ello, los compuestos, composiciones y polinucledtidos bifuncionales
son de utilidad para su uso en medicina. Asi, en otro aspecto, la invencion se relaciona
con un compuesto, una composicion de la invencion o un polinucleétido bifuncional de

acuerdo a la presente invencidn para su uso en medicina o como medicamento.

En el caso de que la terapia se lleva a cabo usando las composiciones de la invencion, el
experto en la materia apreciara que existen distintas posibilidades para la administracion
de la composicidon de la invencién dado que los dos componentes pueden ser
administrados como moléculas separadas o como una unica molécula. Adicionalmente,
tanto el primer como ¢l segundo componente se pueden administrar en forma de
moléculas inhibidoras tal cual, es decir, el componente (i) se puede administrar en
forma de snRNA Ul y el componente (i1) se puede administrar como un agente
silenciador basado en ARN (siARN, miARN, shARN). Alternativamente, el primer
componente puede ser aportado como un polinucledtido que codifica el snRNA Ul
modificado y/o el segundo componente puede estar basado en ADN, es decir,
comprende un polinucledtido que codifica el agente silenciador. En este ultimo caso, los
polinucledtidos puede ser administrados como un tnico polinucledtido que comprende
los componentes (i) y (i1) o como polinucledtidos separados, simultanea-, separada- o

secuencialmente.

Asi, la invencidn contempla distintas combinaciones de formas de administracion que
podran ser determinadas por el experto segun las circunstancias.
- Administracion simultdnea:
o componente (i) es un ARNsn Ul como tal y el componente (ii) es un
ARN interferente,
o componente (i) es un ARNsn Ul como tal y el componente (ii) es un
polinucledtido que codifica un ARN interferente.
o componente (i) es un polinucledtido que codifica el ARNsn Ul y el

componente (ii) es un ARN interferente,
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o componente (i) es un polinucledtido que codifica el ARNsn Ul y el

componente (ii) es un polinucledtido que un ARN interferente.
- Administracion separada o secuencial

o componente (i) es un ARNsn Ul como tal y el componente (ii) es un
ARN interferente,

o componente (i) es un ARNsn Ul como tal y el componente (ii) es un
polinucledtido que codifica un ARN interferente.

o componente (i) es un polinucledtido que codifica el ARNsn Ul y el
componente (ii) es un ARN interferente,

o componente (i) es un polinucledtido que codifica el ARNsn Ul y el
componente (ii) es un polinucledtido que un ARN interferente, en cuyo
caso ambos componentes deben encontrarse como polinucledtidos

separados.

Alternativamente cuando el primer y el segundo componente de la composicién de la
invencién se usan en forma de polinucledtidos que codifican las moléculas activas de
ARN, dichos polinucleédtidos pueden ser aportados formando parte de un vector. En el
caso de la administracidén separada o secuencial, cada polinucledtido formara parte de
un vector distinto. En el caso de la administracion simultanea, es posible que ambos

polinucledtidos formen parte de vectores distintos o del mismo vector.

La capacidad de los compuestos, composiciones y polinucledtidos de la presente
invencion de inhibir la expresion génica de HBV permite el uso de dichos compuestos,
composiciones y polinucleotidos para el tratamiento de enfermedades asociadas a una
infeccién por HBV. Por tanto, en otro aspecto, la invencion proporciona un compuesto,
una composicién, un polinucléotido bifuncional de la invencidén, o un vector que
comprende dicho polinucledtido bifuncional para su uso en el tratamiento o la

prevencion de una enfermedad causada por una infeccién por HBV.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso de un compuesto, una

composicion, un polinucléotido bifuncional de la invencion, o un vector que comprende
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dicho polinucleétido bifuncional para la eclaboracidon de un medicamento para el

tratamiento o la prevencion de una enfermedad causada por una infeccion por HBV.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para el tratamiento o la
prevencion de una enfermedad causada por una infeccion por HBV en un sujeto que
comprende la administracion a dicho sujeto de un compuesto, una composicion, un
polinucléotido bifuncional de la invencidén o un vector que comprende dicho

polinucledtido bifuncional.

La expresion “una enfermedad causada por una infeccion por HBV”, segun se usa en la
presente invencidn, se refiere a cualquier enfermedad causada por una patologia
progresiva del higado y que incluye hepatitis B aguda, hepatitis B crdnica, cirrosis y

carcinoma hepatico.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con preparaciones farmacéuticas que
comprenden los compuestos de la invencion, las composiciones de la invencidn o los
polinucleotidos bifuncionales de la invencidn junto con uno o maés vehiculos
farmacéuticamente aceptables. En particular, la invencidon contempla composiciones
farmacéuticas especialmente preparadas para la administracion de los 4cidos nucleicos
que forman el compuesto de la invencion, el primer y el segundo componente de la
invencion o para la administracion de los polinucleétidos bifuncionales de la invencion.
Las composiciones farmacéuticas pueden comprender tanto el primer componente como
el segundo componente, tanto si estd basado en ADN como en ARN en forma desnuda,
es decir, en ausencia de compuestos que protejan a los dcidos nucleicos de su
degradacion por las nucleasas del organismo, lo que conlleva la ventaja de que se
elimina la toxicidad asociada a los reactivos usados para la transfeccidén. Rutas de
administracién adecuadas para los compuestos desnudos incluyen intravascular,
intratumoral, intracraneal, intraperitoneal, intraesplénica, intramuscular, subretinal,
subcutanea, mucosa, topica y oral (Templeton, 2002, DNA Cell Biol., 21:857-867). Los
temores iniciales con respecto a la capacidad de éstos compuestos de inducir una
respuesta inmune cuando se administracion desnudos han sido investigados por Heidel

et al. (Nat. Biotechnol., 2004, 22:1579-1582). Mediante la determinacion de los niveles
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plasmaticos de interleuquinas e interferones tras la administracion intraperitoneal ¢
intravenosa de siRNAs, no se pudo observar una respuesta inmune a la vez que se

observé que la administracidn sistémica de siRNA fue bien tolerada.

En otra forma de realizacidn, las composiciones y polinucleotidos de la invencidon se
administran mediante la llamada “administracion hidrodindmica” en la que los
compuestos se introducen en el organismo por via intravascular a alta velocidad y
volumen, lo que resulta en unos elevados niveles de transfeccidon con una distribucion
mas difusa. Una versidn modificada de esta técnica ha permitido obtener resultados
positivos para el silenciamiento mediante siRNAs desnudos de genes exdgenos (Lewis
et al, 2002, Nat.Gen., 32:107-108; McCaffrey et al., 2002, Nature, 418: 38-39)y
enddégenos (Song et al., 2003, Science, Nat.Med., 9:347-351) en multiples 6rganos. En
una forma preferida de realizacidn, tanto el Ulin que forma el primer componente de la
composicion de la invencidn, como los componentes basados en ARN que forman el
segundo componente de la composicion de la invencidn pueden contener
modificaciones de su estructura que contribuyen a aumentar su estabilidad.
Modificaciones adecuadas para disminuir la sensibilidad a nucleasas incluyen 2’-O-
metil (Czauderna et al., 2003, Nucleic Acids Res., 31:2705-2716), 2’-fluoropirimidinas
(Layzer et al, 2004, RNA, 10:766-771).

Las composiciones y polinucledtidos de la invencién pueden administrarse formando
parte de liposomas, conjugadas a colesterol o conjugados a compuestos capaces de
promover la translocacidn a través de membranas celulares tales como el péptido Tat
derivado de la proteina TAT de HIV-1, la tercera hélice del homeodominio de la
proteina Antennapedia de D.melanogaster, la proteina VP22 del virus del herpes
simplex, oligdmeros de arginina y péptidos tales como los descritos en W0O07069090
(Lindgren, A. et al., 2000, Trends Pharmacol. Sci, 21:99-103, Schwarze, S.R. et al.,
2000, Trends Pharmacol. Sci., 21:45-48, Lundberg, M et al., 2003, Mol. Therapy 8:143-
150 y Snyder, E.L. y Dowdy, S.F., 2004, Pharm. Res. 21:389-393). Alternativamente, ¢l
segundo componente de la invencién, cuando estd basado en ADN, puede
administrarse formando parte de un vector plasmidico o de un vector viral,

preferiblemente vectores basados en adenovirus, en virus adenoasociados o en
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retrovirus, particularmente virus basados en el virus de la leucemia murina (MLV) o en

lentivirus (HIV, FIV, EIAV).

La invencidn se describe a continuacion por medio del siguiente ejemplo que tiene

caracter meramente ilustrativo y no limitativo del &mbito de proteccion.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1. Vectores de expresion de inhibidores de la expresion génica del virus

de la hepatitis B (HBV) y otros vectores de expresion utilizados.

1.1 Plasmidos para la expresion de Ul snRNA inhibidores (Ulin)

Para la construccion de los plasmidos que expresan los Ulin se tomd como referencia la
secuencia genomica del virus de la hepatitis B subtipo ayw Galibert que se proporciona

como SEQ.ID.NO.1.

Los Ulin se construyeron tomando como patrdn la secuencia del transcrito de ARN
cuyo numero de acceso en NCBI es NR_004421.1, correspondiente al Ul snRNA 4
humano (Entrez Gene ID: 6060) que se incluye como secuencia SEQ.ID.NO.2:

1 ATACTTACCT GGCAGGGGAG ATACCATGAT CACGAAGGTG GTTTTCCCAG
51 GGCGAGGCTT ATCCATTGCA CTCCGGATGT GCTGACCCCT GCGATTTCCC
101 CAAATGTGGG AAACTCGACT GCATAATTTG TGGTAGTGGG GGACTGCGTT
151 CGCGCTTTCC CCTG

Para la construccion de los plasmidos de expresidon para los Ulin se partio del plasmido
pGem3z+:Ul-Mscl (SEQ.ID.NO.3), ya descrito por Fortes y cols. (Proc Natl Acad Sci
USA. 2003; 100:8264-8269). Este plasmido fue construido sobre el plasmido pGem
(Promega), que contiene en el sitio BamHI el gen de Ul snRNA, incluidos el promotor
y las secuencias de terminacion. El Ul snRNA producido mediante este plasmido se
diferencia del Ul snRNA enddgeno en que los nucleodtidos en las posiciones 98-99 y

109-110 (nucledtidos 498-499 y 509-510 de la SEQ.ID.NO.3; indicados a continuacion
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con doble subrayado) han sido sustituidos por sus nucleotidos complementarios. Estas

sustituciones permiten diferenciar los Ul snRNA exdgenos del enddgeno sin que esté

afectada su funcionalidad inhibidora.

SEQ.ID.NO.3:

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

GGATCCGGTA

AGGGAAAAAG

AGATTGGTCG

TGTCGGTGAC

GAGGCTGCTG

CCTGGGAGCG

TGTCAGGGCT

GTAAAGAGTG

AGGACCAGCT

GGAGAGGCAG

GTTGAGTGGC

ATCACGGACA

CTTCGCCACT

GGTTCAGGAC

GGAAAGGGCT

AGGCGTATGA

CGGATCC

TCTTTGGGAG

ACGTCACTTC

AGAAAGGCAG

GGGCGACTTC

TGCTGCTTCA

CGCTGATCGG

CGGGAGTGCG

GGCTGTGTCG

AGAACAGACG

CCCTTGGCGG

ACGGGGACTG

TATGTAGATG

CCACGAAGGA

AAGTGAGAAT

CGGGGCAAGT

GGGCAGAGGC

CAGGGGCGGG

CTCTGGCAGC

GGCAAGGCAC

AGGCAGCGCA

GTTCCCGTGC

CCCAGCTGTG

GACCGTGTGT

CCAAGATCTC

ACTTTC TGGAGTTTCA AAAGTAGACT GTACGCTAAC

Alineamiento de las secuencias SEQ.ID.NO.2 (RNU1-4) y SEQ.ID.NO.3 (U1-Mscl):

RNU1-4

Ul-Mscl

RNU1-4

Ul-Mscl

RNU1-4

Ul-Mscl

1

401

61

461

121

521

ATACTTACCTGGCAGGGGAGATACCATGATCACGAAGGTGGTTTTCCCAGGGCGAGGCTT

Lerrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrr ettt e e
ATACTTACCTGGCAGGGGAGATACCATGATCACGAAGGTGGTTTTCCCAGGGCGAGGCTT

ATCCATTGCACTCCGGATGTGCTGACCCCTGCGATTTCCCCAAATGTGGGAAACTCGACT
Crrrrrrreerrrrrreerrrrrerrrrrreerrert rrrrrrrrr rrrrrrrrnd
ATCCATTGCACTCCGGATGTGCTGACCCCTGCGATTTGGCCAAATGTGCCAAACTCGACT
GCATAATTTGTGGTAGTGGGGGACTGCGTTCGCGCTTTCCCCTG 164
LEErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e et ety

GCATAATTTGTGGTAGTGGGGGACTGCGTTCGCGCTTTCCCCTG 564

60

460

120

520
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Para la construccion de los plasmidos de expresion de los Ulin seleccionados se
introdujeron en el plasmido las sustituciones de nucledtidos necesarias para que los
Ulin expresados interaccionaran con un secuencia diana del mRNA de HBV
(SEQ.ID.NO.1) elegida. Las sustituciones se realizaron siempre en nucledtidos
comprendidos entre los nucledtidos 402-411 de pGem3z+:Ul-Mscl, salvo en los
plasmidos identificados como Ulin52 a Ulin55 donde las modificaciones comprendian
los nucleétidos 402-415. La secuencia modificada se ha indicado en negrita y
subrayado. Como ya se¢ ha mencionado, esta es la secuencia de union a la secuencia
consenso GU del extremo 5° del intron. Como resultado de las sustituciones, los Ulin
producidos son capaces de unirse con una complementariedad total con una secuencia
diana de entre 10 y 11 nucleotidos (14 a 16 en el caso de Ulin52 a Ulin55). En la Tabla

2 se recogen los Ulin ensayados, con sus secuencias diana en el mRNA de HBV.

Tabla 2. Secuencias diana en el mRNA de HBYV para los Ulin inhibidores
construidos y/o ensayados.

Agente |Secuencia diana SEQ.ID |Nucleotidos de la secuencia diana
NO. |relativos ala SEQ.ID.NO. 1
UlinlB |CTCCTCCAGC 4 2285-2294; Core®

UlinlC |GCCCCTATCC 2311-2320; Core y Pol

Ulin2 CTGGGCTTTA 2487-2496; Pol

Ulind | TGACTACTGC 98-107; 530-539; 2x Pol y SAg

5
6
Ulin3  |GTAAACCCTG 7 |85-94; Poly SAg
8
9

Ulin5 |CCCAACCTCC 321-330; Pol y SAg

Ulin6 CTTGTCCTCC 10 347-356; Pol y SAg
Ulin7 TTCATCCTGC 11 409-418; Pol y SAg
Ulin8 CCGCTGTTAC 12 796-805; Pol y SAg
Ulin9 CCCAAGGTCT 13 1643-1652; X prot
Ulinl0 |GGGGAGGAGA 14 1745-1754; X prot
Ulinll |TCACCTCTGC 15 1593-1602; 1827-1836; 2x Pol, X prot y
SAg
Ulinl2 |TCATCTCTTG 16 1841-1940; Core
Ulinl3 |ACCGCCTCAG 17 1999-2008; Core
Ulinl4 |ACTCAGGCAA 18 2064-2073; Core
Ulinl5 |CTCCCTCGCCT 19 2381-2391; Core y Pol
Ulinl6 |GCCTCTICCCTT 20 106-116; Pol y SAg
Ulinl7 |CAACCCCCACT 21 1195-2205; Pol

Ulinl8 |CCCTTCTCCGT 22 1492-1502; Pol y X prot
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Agente |Secuencia diana SEQ.ID |Nucleotidos de la secuencia diana
.NO. |[relativos a la SEQ.ID.NO. 1
Ulinl9 |CCGACCGACC 23 1511-1520; Pol y X prot
Ulin20 |CATGTCCTACT 24 1853-1863; Core
Ulin52 |GGAGGCTGTAGGCA 25 1778-1791; X prot y core;
Ulin53 |ATGCAACTTTTTCA 26 1816-1829; X prot y core;
Ulin54 |CCTCTGCCTAATCATC 27 1830-1845; Core;
Ulin55 |AAGCCTCCAAGCTG 28 1868-1881; Core;

* Las anotaciones Core, X prot, Pol y SAg indican en que mRNA de HBV se localiza la diana del
inhibidor: respectivamente el mRNA que codifica para las proteinas virales core, proteina X, polimerasa
(pol) y antigeno de superficie (SAg).

Para los distintos ensayos realizados se utilizo el pldsmido pGem3z+:U1-Mscl como

control.

La construccion de los plasmidos que expresan los diferentes Ulin ensayados se realizo
como se describe a continuacidn: Se partié del plasmido pGem3z+:U1-Mscl, que se
digirié con los enzimas Bcll y Bglll para eliminar las secuencias correspondientes al
extremo 5" del Ul snRNA. Los plasmidos que expresan los Ulin se obtuvieron al
introducir en los sitios Bell y BglIl de pGem3z+:Ul-Mscl los oligonucledtidos

hibridados siguientes:

SEQ.I
Oligonucledtido | Secuencia del oligonucleotido
Inhib. Primer NO. 5 ->3

UlinlB UliaHBVRI1Bs 36 GATCTCAgctggaggagGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVR1Bas 37 GATCATGGTATCTCCCCTGCCTCCTCCAGCTGA

UlinlC UliaHBVRICs 38 GATCTCAggataggggceGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVRI1Cas 39 GATCATGGTATCTCCCCTGCGCCCCTATCCTGA

Ulin2 UliaHBVR2s 40 GATCTCAtaaagcccagGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVR2as 41 GATCATGGTATCTCCCCTGCCTGGGCTTTATGA
Ulin3 UliaHBVR3s 42 GATCTCAcagggtttacGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVR3as 43 GATCATGGTATCTCCCCTGCGTAAACCCTGTGA
Ulin4 UliaHBVRA4s 44 GATCTCAgcagtagtcaGCAGGGGAGATACCAT

UliaHBVRA4as 45 GATCATGGTATCTCCCCTGCTGACTACTGCTGA




WO 2012/045894 PCT/ES2010/070643

33
Ulin5 UliaHBVRSs 46 GATCTCAggaggttgggGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVR5as 47 GATCATGGTATCTCCCCTGCCCCAACCTCCTGA
Ulin6 UliaHBVR6s 48 GATCTCAggaggacaagGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVR6as 49 GATCATGGTATCTCCCCTGCCTTGTCCTCCTGA
Ulin7 UliaHBVR7s 50 GATCTCAgcaggatgaaGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVR7as 51 GATCATGGTATCTCCCCTGCTTCATCCTGCTGA
Uling UliaHBVRSs 52 GATCTCAgtaacagcggGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVRSas 53 GATCATGGTATCTCCCCTGCCCGCTGTTACTGA
Ulin9 UliaHBVROs 54 GATCTCAagaccttgggGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVR9as 55 GATCATGGTATCTCCCCTGCCCCAAGGTCTTGA
Ulinl0 UliaHBVRI10s 56 GATCTCAtcteecteecceGCAGGGGAGATACCAT

UliaHBVR10as 57 GATCATGGTATCTCCCCTGCGGGGAGGAGATGA

Ulinll UliaHBVRI11s 58 GATCTCAgcagaggtgaGCAGGGGAGATACCAT

UliaHBVRI11as 59 GATCATGGTATCTCCCCTGCTCACCTCTGCTGA

Ulinl2 UliaHBVRI12s 60 GATCTCAcaagagatgaGCAGGGGAGATACCAT

UliaHBVR12as 61 GATCATGGTATCTCCCCTGCTCATCTCTTGTGA

Ulml3 UliaHBVRI13s 62 GATCTCActgaggcggtGCAGGGGAGATACCAT

UliaHBVR13as 63 GATCATGGTATCTCCCCTGCACCGCCTCAGTGA

Ulinl4 UliaHBVRI14s 64 GATCTCAttgcctgagtGCAGGGGAGATACCAT

UliaHBVR14as 65 GATCATGGTATCTCCCCTGCACTCAGGCAATGA

Ulinl5 UliaHBVR15s 66  GATCTCAggegagggagGCAGGGGAGATACCAT

UliaHBVRI15as 67 GATCATGGTATCTCCCCTGCCTCCCTCGCCTGA

Ulmlé UliaHBVRI16s 68 GATCTCAagggagaggcGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVR16as 69 GATCATGGTATCTCCCCTGCGCCTCTCCCTTGA

Ulinl7 UliaHBVRI17s 70  GATCTCAgtgggggttgGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVR17as 71  GATCATGGTATCTCCCCTGCCAACCCCCACTGA

Ulinl8 UliaHBVRI18s 72 GATCTCAcggagaagggGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVRI18as 73 GATCATGGTATCTCCCCTGCCCCTTCTCCGTGA

Ulinl9 UliaHBVRI19s 74 GATCTCAggteggteggGCAGGGGAGATACCAT
UliaHBVR19as 75 GATCATGGTATCTCCCCTGCCCGACCGACCTGA

Ulm20 UliaHBVR20s 76 GATCTCAgtaggacatgGCAGGGGAGATACCAT

UliaHBVR20as 77 GATCATGGTATCTCCCCTGCCATGTCCTACTGA
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Ulin52 UliaHBVRA52s 78 GATCATGGTATCTCCCGGAGGCTGTAGGCATGA
UliaHBVR52as 79 GATCTCATGCCTACAGCCTCCGGGAGATACCAT
Ulin53 UliaHBVRA53s 80 GATCATGGTATCTCCCATGCAACTTTTTCATGA
UliaHBVR53as 81 GATCTCATGAAAAAGTTGCATGGGAGATACCAT
Ulin54 UliaHBVR54s 82 GATCATGGTATCTCCCTCTGCCTAATCATCTGA
UliaHBVR54as 83 GATCTCAGATGATTAGGCAGAGGGAGATACCAT
Ulin55 UliaHBVRS55s 84 GATCATGGTATCTCCCAAGCCTCCAAGCTGTGA
UliaHBVR55as 85 GATCTCACAGCTTGGAGGCTTGGGAGATACCAT

La secuencia complementaria a la secuencia diana se ha resaltado en negrita.

1.2 Plasmidos para la expresion de shRNA inhibidores

Igualmente, se construyeron y ensayaron una serie de plasmidos para la expresion de
diversos shRNA inhibidores de HBV, con las secuencias diana en el mRNA de HBV

que se indican en la Tabla 2.

Los plasmidos para la expresion de los ShRNA se generaron sobre un plasmido pSuper
clonando las secuencias de oligonucledtidos que comprenden las secuencias diana de la

Tabla 3.

Para ello se partio del plasmido pSuper (Brummelkamp et al. Science. 2002; 296(5567):

550-553). Este plasmido se digirié con Bglll y Hindl y en esto sitios se clonaron los

oligonucleotidos hibridados que se indican a continuacion:

Inhibidor
SEQ.ID.NO.

Oligonucleotido — Primer (5’ -> 3°)

shRNAI1

86
87

GATCCCCGGTCTTACATAAGAGGACTTTCAAGAGAAGTCCTCTTATGTAAGACCTTTTTGGAAA

AGCTTTTCCAAAAAGGTCTTACATAAGAGGACTTCTCTTGAAAGTCCTCTTATGTAAGACCGGG

shRNA?2

&8
&9

GATCCCCCTCAGTTTACTAGTGCCATTTCAAGAGAATGGCACTAGTAAACTGAGTTTTTGGAAA

AGCTTTTCCAAAAACTCAGTTTACTAGTGCCATTCTCTTGAAATGGCACTAGTAAACTGAGGGG
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shRNA3

90 GATCCCCCATCACATCAGGATTCCTATTCAAGAGATAGGAATCCTGATGTGATGTTTTTGGAAA

91 AGCTTTTCCAAAAACATCACATCAGGATTCCTATCTCTTGAATAGGAATCCTGATGTGATGGGG

shRNA4
92  GATCCCCGTTCAGTGGTTCGTAGGGCTTCAAGAGAGCCCTACGAACCACTGAACTTTTTGGARA

93 AGCTTTTCCAAAAAGTTCAGTGGTTCGTAGGGCTCTCTTGAAGCCCTACGAACCACTGAACGGG

shRNAS3S

94 GATCCCCATCAAGGTATGTTGCCCGTTTCAAGAGAACGGGCAACATACCTTGATTTTTTGGAAA

95 AGCTTTTCCAAAAAATCAAGGTATGTTGCCCGTTCTCTTGAAACGGGCAACATACCTTGATGGG

shRNA6
96  GATCCCCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTCAAGAGACGCCGCAGACACATCCAGCTTTTTGGAAA

97 AGCTTTTCCAAAAAGCTGGATGTGTCTGCGGCGTCTCTTGAACGCCGCAGACACATCCAGCGGG

shRNA7
98  GATCCCCGCAATGTCAACGACCGACCTTCAAGAGAGGTCGGTCGTTGACATTGCTTTTTGGAAA

99 AGCTTTTCCAAAAAGCAATGTCAACGACCGACCTICTCTTGAAGGTCGGTCGTTGACATTGCGGG

Tabla 3. Secuencias diana en el mRNA de HBYV para los shRNA inhibidores
construidos y/o ensayados.

Nucleotidos de la secuencia

SEQ.ID. diana relativos a la

Agente  Secuencia diana NO. SEQ.ID.NO.1

shRNA4 GTTCAGTGGTTCGTAGGGC 29 694-712 Poly SAg
shRNA5 ATCAAGGTATGTTGCCCGT 30 455-473 Pol y SAg
ShRNA6 GCTGGATGTGTCTGCGGCGT 31 374-393 Poly SAg
shRNA7 GCAATGTCAACGACCGACC 32 1679-1698 X prot
shRNA1 GGTCTTACATAAGAGGACT 33 1648-1666 X prot
shRNA2 CTCAGTTTACTAGTGCCAT 34 672-691 Pol y SAg
shRNA3 CATCACATCAGGATTCCTA 35 165-183 Pol y SAg

1.2 Otros plasmidos utilizados en los ensayos
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El plasmido pSP65-ayw 1.3 que contiene una copia del HBV (Chisari et al. Science.
1985; 230(4730):1157-1160) fue facilitado por el Dr. Chisari. En adelante lo

denominaremos pHBV.

El pldsmido pRL-SV40 (Promega, E2231) se utilizd6 como control de transfeccion de la

luciferasa de Renilla.

El plasmido pHBV-Luc (Ely et al. Mol Ther. 2008; 16(6): 1105-1112) fue
proporcionado por el Dr. Arbuthnot y contiene la secuencia que codificante de HBV en
la que la region del antigeno E ha sido sustituida por una secuencia que codifica la

luciferasa de luciérnaga.

Todos los clones se verificaron por secuenciacion en ABI Prism 310 genetic analyzer
(Applied Biosystems). EIl DNA plasmidico se purificéd con un kit Maxiprep (Marlingen)

antes de la transfeccion.
EJEMPLO 2. Analisis in vitro de inhibicion de la expresion génica de HBV.,

Los ensayos se realizaron sobre cé¢lulas HuH7 (ATCC), que se cultivaron en medio
DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% de penicilina-

estreptomicina, a 37 °C en una atmoésfera con 5% COs,.
Todos los reactivos para el cultivo se obtuvieron de Gibco BRL/Life Technologies.
Las células HuH7 fueron transfectadas con fosfato de calcio.
Las células HuH7 (1,5 x 10° células) fueron co-transfectadas con
a. el plasmido pHBV (1 ug), que expresa el mRNA de HBV; y

b. el plasmido control pGem3z+:U1-Mscl (pMock) que expresa un Ul snRNA
natural (1 ug); o alternativamente, uno o varios de los plasmidos inhibidores (1

ug en total) que expresan un inhibidor de HBV, bien sea Ulin o shRNA.

Tres dias después de la transfeccion, se evalud la expresion viral mediante la valoracion

en el sobrenadante del antigeno E (EAg). La valoracidon se realizo mediante ELISA
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[Diasorin. ETI-EBK PLUS (HBeAg)], en 10 puL de sobrenadante y siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Finalmente se calculd el Factor de Inhibicion (F.1.), que representa el nimero de veces
que se inhibe la expresidén génica, y que se obtiene mediante el cociente del EAg
medido en el sobrenadante de las células transfectadas con el plasmido control (Mock),
entre el EAg medido en el sobrenadante de las células transfectadas con el pldsmido

inhibidor a evaluar:

F.I = [ EAg Jmock / [ EAZ Jimhibidor

Todos los pldsmidos para la expresidén de uno de los shRNA seleccionados
proporcionaron factores de inhibicion superiores a 3, siendo particularmente activos los

que expresaban ShRNA2 y shRNAG6 (ver Fig.2).

Igualmente, todos los plasmidos que expresan uno de los Ulin seleccionados fueron
capaces de disminuir la expresion de EAg (ver Fig. 3), aunque con una menor eficiencia

que los shRNA.

Por otra parte, en ensayos paralelos se compard la actividad inhibidora en células
transfectadas con uno de los pldsmidos inhibidores o co-transfectadas con 2 pldsmidos
inhibidores, uno que expresaba un shRNA y el otro que expresaba un Ulin. Para ello se

transfectaron células HuH7 (1,5 10° células) con:
a. el plasmido pHBV (1 ug), que expresa el mRNA de HBV; y

b. 1 ug del plasmido control pGem3z+:U1-Mscl (pMock) que expresa un Ul
snRNA natural; o0 0,5 ug del plasmido control pGem3z+:U1-Mscl y 0,5 pg del
plasmido que expresa un inhibidor, bien sea Ulin o shRNA, o0 0,5 ug del
plasmido que expresaun Uliny 0,5 ug del plasmido que expresa un shRNA.

Notese que en el experimento anterior (Figuras 2 y 3) se utilizaba una dosis de 1 pg del
plasmido que expresa un inhibidor mientras que en este experimento se usan 0,5 ug del

plasmido que expresa un inhibidor, o ¢l otro o de cada uno de ellos. Con esto se
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consigue que la suma de los dos inhibidores sea de 1 ug, lo maximo que se puede poner

en la mezcla de transfeccion.

Se pudo comprobar (ver Fig. 4) que la combinacién de los inhibidores que expresa un
shRNA con los que expresan un Ulin aumentaba la inhibicién, incluso cuando se
utilizaron Ulin que por si solos no fueron inhibidores muy eficientes. Notese que se usa
la mitad de cada inhibidor y que por cllo los resultados no pueden compararse con los

obtenidos en las Figuras 2 y 3.
EJEMPLO 3. Analisis in vitro de la inhibicion de la expresion génica de HBV-Luc.

En los ensayos del ejemplo 2 anterior se realizd una evaluacion de la inhibicién de HBV
mediante una valoracién por ELISA no cuantitativo de la expresion de EAg. De esta
manera se obtuvo una buena estimacion de la funcionalidad de los inhibidores, no tanto

una cuantificacion reproducible de la eficacia de inhibicion.

Al objeto de poder obtener valores numéricos de inhibicidon reproducibles, se evalud la
eficacia de los nuevos Ulin en células que expresan luciferasa a partir de un plasmido
que tiene secuencias de HBV. Para generar estas c¢lulas se utilizo el plasmido pHBV-
Luc, que expresa un HBV en el que la regidn codificante del antigeno S (SAg) ha sido
sustituida por una secuencia codificante de la luciferasa de luciérnaga. De esta manera,
para que se genere actividad luciferasa es necesaria la expresion desde el mRNA

modificado de HBV.

A diferencia del plasmido pHBYV utilizado en el ejemplo 2, el plasmido pHBV-Luc no
puede replicarse en células hepaticas. El genoma de HBV es tan compacto que la
sustitucidn del la secuencia que codifica SAg afecta a la mayor parte de la regiéon
codificante de la polimerasa y del core 3’UTR (la regidén 3" no traducida). El mRNA de
la proteina X no se ve afectado. Dado que se no puede producir una polimerasa
funcional, el ARN pregenémico de HBV no puede generar nuevos genomas de HBV, y
por tanto no puede tener lugar la replicacion viral. En estas circunstancias, la Unica
manera de que se reduzca la actividad luciferasa es que se interfiera la expresion del gen

de la luciferasa. La expresion de la luciferasa deberia originarse mayormente desde el
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mRNA de la luciferasa, pero no es descartable que una fraccion se origine desde el

ARN pregendémico de HBV.

Algunos de los inhibidores de expresion de HBV seleccionados tienen como secuencia
diana una secuencia que estd dentro de la ventana de lectura ORF de SAg: Ulin5,
Ulin6, Ulin7, shRNA2, shRNA3, shRNAS5 y shRNA6. Por tanto, estos inhibidores no

deberian interferir la expresion de la luciferasa.

Los inhibidores que interfieran con la poliadenilacion del mRNA de la proteina core,
bien sea esté solo o conjuntamente con el mRNA de la polimerasa, no deberia interferir
tampoco la expresion de la luciferasa. Entre estos inhibidores se incluyen Ulinlb,

Ulinlc, Ulin2, Ulin3, Ulin4 y Ulin5.

Por tanto, en este modelo se ensayaron unicamente aquellos inhibidores de expresion de

HBYV cuya secuencia diana esta incluida en la regidon no codificante del mRNA de SAg.

Los ensayos de inhibicidn de la actividad se realizaron también sobre c¢lulas HuH7, de

la misma manera que se ha descrito en ¢l ejemplo 2, con la salvedad de que:

- en este caso la células se cotransfectaron con 0,75 ug del plasmido pHBV-Luc

(en sustitucion de pHBV); y que
- seincluyeron 0,25 pg del plasmido pRL-SV40, como control de transfeccion

- Las dosis del pldsmido inhibidor ensayadas fueron la dosis méxima (1 ug), o la

mitad de esta dosis (*2D: 0,5 ug).
- dos dias después de la cotransfeccion se cuantificé la actividad luciferasa.

La actividad luciferasa se midié en un luminémetro Berthold (Lumat LB9507) mediante
el kit Dual Luciferase System (Promega), de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

Igualmente se calculd el Factor de Inhibicion F.I. para cada inhibidor, como el cociente

de la actividad luciferasa ([ Luc ]) medida en las células cotransfectadas con el plasmido



10

15

20

25

WO 2012/045894 PCT/ES2010/070643

40

control (Mock) entre la actividad luciferasa medida en las c¢lulas cotransfectadas con el

plasmido inhibidor a evaluar, o una de sus combinaciones.
F.I.=[ Luc Jmock / [ Luc Jmnibidor

Como se muestra en la Figura 5, todos los Ulin ensayados fueron capaces de inhibir la
actividad luciferasa, aunque esta actividad disminuy6 drasticamente cuando la dosis se
redujo a la mitad, es decir cuando se transfectaron 0,5 pg de pldsmido en vez de 1 ug.
También, todos los shRNA inhibicron la actividad luciferasa, incluso a la mitad de

dosis.

Igualmente se ensayaron distintas combinaciones de Ulin y shRNA inhibidores, con los
resultados de inhibicion que se muestran en la Figura 6. Como puede observarse, la
combinacion de los Ulin y shRNA seleccionados proporciond factores de inhibicion
superiores, incluso cuando se utilizaron Ulin que por si solos no mostraron una gran

eficiencia inhibidora.

Para estas combinaciones se calculo el Indice de Sinergia (S.1.) mediante la siguiente

férmula:
Sl = (FII]+12 — (FIH + FIIZ)) / (FIH + FIQ)

Fl;ji2 es el Factor de Inhibicion F.I. obtenido para la combinacién de los dos
inhibidores; Fl;; y Fli; son los Factores de Inhibicion obtenidos para cada uno de los

inhibidores cuando se ensayaron separadamente.

Un valor de S.I. positivo indica que no hay sinergia entre los dos agentes; un valor
proximo a 0 indica un efecto aditivo, mientras que un valor negativo indica que no hay

sinergismo.

Como se observa en la Figura 6, las combinaciones de inhibidores resaltadas en negrita

mostraron una actividad inhibidora sinérgica.

EJEMPLO 4. Analisis in vivo de la inhibicion de la expresion génica de HBV-Luc.
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El ensayo se realizé sobre ratones C56/BL6 macho, con 5 ratones por grupo de
tratamiento, de acuerdo con los requerimientos y aprobacion del Comité de Etica en

Experimentacion Animal de la institucion.

Cada ratdn recibid una inyeccion hidrodindmica en la vena de la cola de 1,8 ml de suero

salino conteniendo 25 pg de plasmidos, con la siguiente composicion:
- un plasmido pHBV-Luc (5 ug);y

- 20 pg de un plasmido control o 10 ug de un plasmido control y 10 pug de un
plasmido que expresa uno de los inhibidores o 10 ug de un plasmido que expresa
uno de los inhibidores basados en Uliny 10 ug del plasmido que expresa el

shRNA contra HBV a ensayar.

A distintos tiempos después de la inyeccidn hidrodinamica (1, 3, 5y 7 dias) se evaluo la
actividad luciferasa en el higado de los ratones mediante una cdmara CCD (Xenogen).
La actividad luciferasa se midié 5 minutos después de la inyeccidn intraperitoneal de 3

mg de luciferina y un anestésico.

Como en ejemplo 2 anterior, también se calculd el Factor de Inhibicion (F.1.), como el
cociente de la actividad luciferasa ([ Luc ]) medida en los ratones que recibieron el
plasmido control (Mock), entre la actividad luciferasa medida en los ratones que

recibieron el plasmido que expresa el inhibidor (Inhibidor).

Cuando se ensayo la actividad inhibidora de una combinacion de dos plasmidos que
expresan un Ulin y un shRNA respectivamente, se calculd el Indice de Sinergia (S.1.)

mediante la formula descrita en el ejemplo 2.
Se realizaron 5 estudios independientes.

Como se observa en la Figura 7, la actividad luciferasa en los animales tratados con el
plasmido control permanecid constante. Igualmente, el primer dia después de la
inyeccion la expresion de la luciferasa no varid6 en los animales que recibieron
plasmidos inhibidores, lo que sugiere que la luciferasa podria ser expresada mas

rapidamente que los inhibidores. Sin embargo, la inyeccion de los plasmidos que



WO 2012/045894 PCT/ES2010/070643

42

expresan shRNA1 o shRNA4 produjo una reduccion de la actividad luciferasa en todos
los animales. Sorprendentemente, la expresidon de los inhibidores Ulin4 o U1in20
produjo una inhibicidon mayor a la que se observé en los ensayos in vitro, a la vez que
mostraron una actividad inhibidora sinérgica cuando se administraron en combinaciéon
un shRNA inhibidor (Figura 7). La inyeccion de shRNA inhibidores con Ulin no
funcionales produjo inhibiciones similares a las obtenidas para los mismos shRNA
administrados solos. Por otra parte ¢ inesperadamente, la administracién en

combinacion de los inhibidores Ulin10 y shRNA1 produjo una inhibicion sinérgica.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto capaz de silenciar la expresion génica del virus de la hepatitis B

seleccionado del grupo consistente en:

(1)

(ii)
(i)
(iv)

)
(vi)

un snRNA Ul, en donde la secuencia de union a la secuencia consenso GU
del extremo 5’ del intron de dicho snRNA Ul se encuentra modificada de
forma que se una especificamente a una secuencia diana de al menos un
ARNm de HBV de forma que es capaz de inhibir la maduraciéon de dicho
ARNm diana y en donde dicha secuencia diana se selecciona del grupo
consistente en las secuencias SEQ ID NO:4-24;

un polinucleodtido que codifica un snARN Ul segun (i);

un vector de expresion que comprende un polinucledtido segun (ii),

un ARN interferente dirigido especificamente a una secuencia diana de al
menos un ARNm de HBV que es capaz de provocar el silenciamiento de
dicho ARNm de HBV en donde dicha secuencia diana se selecciona del
grupo consistente en las secuencias SEQ ID NO:29 a 35;

un polinucledtido que codifica un ARN de interferencia segun (iv) y

un vector de expresion que comprende un polinucleétido segun (v).

2. Una composicion o un kit que comprende en uno o varios contenedores:

(2)

(b)

un primer componente seleccionado del grupo de:

(1) unsnRNA Ul, en donde dicho snRNA U1 se encuentra modificado en
su secuencia de unidn a la secuencia consenso GU del extremo 5’ del
intron de forma que se una especificamente a una secuencia diana de
al menos un ARNm de HBV de forma que es capaz de inhibir la
maduracion de dicho ARNm diana,

(i)  Un polinucledtido que codifica un ARN Ul segun (i),

(iii) Un vector de expresion que comprende un polinucledtido seglin (i) y

un segundo componente seleccionado del grupo de

(iv) Un ARN interferente dirigido especificamente a una secuencia diana
del pre-ARNm de HBV que es capaz de provocar el silenciamiento de

dicho pre-ARNm de HBV,
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(v)  Un polinucledtido que codifica un ARN de interferencia segln (iv) y

(vi) Un vector de expresion que comprende un polinucledtido seglin (v).

3. Una composicion o un kit segun la reivindicacion 2 en donde la secuencia diana a

la que se une el snRNA Ul modificado se selecciona del grupo consistente en las

secuencias SEQ ID NO:4 a 28.

4. Una composicidén o un kit segin las reivindicaciones 3 6 4 en donde la secuencia

diana a la que se une el ARN interferente se selecciona del grupo consistente en

las secuencias SEQ ID NO:29 a 35.

5. Una composicion o un kit segun la reivindicaciéon 4 en donde:

(1)

(ii)

(iif)

(iv)

)

(vi)

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:4 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:6 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 31,

la regidn preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:8 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 33,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:8 y la secuencia diana a la que se une ARN interferente
es SEQ ID NO: 29,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:8 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 31,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:8 y la secuencia diana a la que se une el ARN
iterferente es SEQ ID NO: 32,
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(vii)

(viii)

(ix)

(%)

(xi)

(xii)

(xiii)

(xiv)

(xv)

(xvi)
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la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:9 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:12 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 33,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:12 y la secuencia diana a la que se¢ une el ARN
iterferente es SEQ ID NO: 29,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:13 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,

la regidn preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:13 y la secuencia diana a la que se¢ une el ARN
iterferente es SEQ ID NO: 32,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:14 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 33,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:14 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:14 y la secuencia diana a la que se¢ une el ARN
iterferente es SEQ ID NO: 32,

la secuencia diana a la que se une el snRNA Ul modificado es SEQ
ID NO:15 y la secuencia diana a la que se une el ARN interferente es
SEQ ID NO: 29,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:16 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 31,
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(xvii)

(xviii)

(xix)

(xx)

(xx1)

(xxii)

(xxiii)

(xx1v)

(xxv)

(xxvi)
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la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:17 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 31,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:18 y la secuencia diana a la que se¢ une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 31,

la regidn preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:21 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 33,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA U1l modificado es
SEQ ID NO:21 y la secuencia diana a la que se une ¢l ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:21 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 32,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:24 y la secuencia diana a la que se¢ une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 33,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:24 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,

la regidn preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:24 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 32,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:26 y la secuencia diana a la que se une ¢l ARN
interferente es SEQ ID NO: 34 o

la regidn preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:26 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 31

6.  Un polinucleotido capaz de silenciar la expresidon génica del virus de la hepatitis B

que comprende
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(1) una secuencia que codifica al menos un snRNA Ul modificado en su

secuencia de union a la secuencia consenso GU del extremo 5° del sitio de

corte del intrén de forma que se une especificamente a una secuencia diana

de al menos un ARNm de HBV y es capaz de inhibir el procesamiento de

dicho ARNm diana y

(i) una secuencia que codifica un ARN interferente dirigido de forma

especifica a una secuencia diana de al menos un ARNm de HBV y que es

capaz de provocar el silenciamiento de dicho ARNm de HBV.

7. Un polinucledtido segun la reivindicacidén 6 en donde la secuencia diana a la que

se une el snRNA Ul modificado se selecciona del grupo consistente en la

secuencias SEQ ID NO:4 a 28.

8. Un polinucleétido segun las reivindicaciones 6 6 7, en donde la secuencia diana a

la que se une el ARN interferente se sclecciona del grupo consistente en la

secuencias SEQ ID NO:29 a 35.

9.  Un polinucleétido segun la reivindicacion 8 en donde:

(1)

(ii)

(iif)

(iv)

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:4 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:6 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 31,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:8 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 33,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:8 y la secuencia diana a la que se une ARN interferente
es SEQ ID NO: 29,
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(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

(%)

(xi)

(xii)

(xiii)

(xiv)
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la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:8 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 31,
la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:8 y la secuencia diana a la que se une el ARN
iterferente es SEQ ID NO: 32,
la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:9 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,
la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:12 y la secuencia diana a la que se une ¢l ARN
interferente es SEQ ID NO: 33,
la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:12 y la secuencia diana a la que se¢ une el ARN
iterferente es SEQ ID NO: 29,
la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:13 y la secuencia diana a la que se¢ une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,
la regidn preseleccionada a la que se une el snRNA U1l modificado es
SEQ ID NO:13 y la secuencia diana a la que se¢ une el ARN
iterferente es SEQ ID NO: 32,
la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:14 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 33,
la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:14 y la secuencia diana a la que se une ¢l ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,
la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:14 y la secuencia diana a la que se¢ une el ARN
iterferente es SEQ ID NO: 32,
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(xv)

(xvi)

(xvii)

(xviii)

(xix)

(xx)

(xx1)

(xxii)

(xxiii)

(xx1v)
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la secuencia diana a la que se une el snRNA Ul modificado es SEQ
ID NO:15 y la secuencia diana a la que se une el ARN interferente es
SEQ ID NO: 29,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:16 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 31,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:17 y la secuencia diana a la que se¢ une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 31,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:18 y la secuencia diana a la que se une ¢l ARN
interferente es SEQ ID NO: 31,

la regidn preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:21 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 33,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA U1l modificado es
SEQ ID NO:21 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:21 y la secuencia diana a la que se une el ARN
iterferente es SEQ ID NO: 32,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:24 y la secuencia diana a la que se¢ une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 33,

la region preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:24 y la secuencia diana a la que se une ¢l ARN
interferente es SEQ ID NO: 29,

la regidn preseleccionada a la que se une el snRNA U1l modificado es
SEQ ID NO:24 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 32,
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(xxv) laregion preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:26 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 34 o

(xxvi) laregion preseleccionada a la que se une el snRNA Ul modificado es
SEQ ID NO:26 y la secuencia diana a la que se une el ARN
interferente es SEQ ID NO: 31

Un vector de expresion que comprende un polinucledtido segun cualquiera de las

reivindicaciones 6 a 9.

Un compuesto segun la reivindicacion 1, una composicion o kit segiin cualquiera
de las reivindicaciones 2 a 5, un polinucleotido segin cualquicra de las
reivindicaciones 6 a 9 0 un vector segun la reivindicacion 10 para su uso en

medicina.

Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun la
reivindicacion 1, una composicion o kit segin cualquiera de las reivindicaciones 2
a 5, un polinucleodtido segin cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9 o un vector

segun la reivindicaciéon 10 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un compuesto segun la reivindicacidon 1, una composicion o kit segun cualquiera
de las reivindicaciones 2 a 5, un polinucleotido segin cualquicra de las
reivindicaciones 6 a 9 o un vector segun la reivindicaciéon 10 para su uso en la
prevencidn o tratamiento de enfermedades causadas por una infeccion por el virus

de la hepatitis B.
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