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DESCRIPCION
Liposomas de retinoide para potenciar la modulacion de la expresion de hsp47
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional estadounidense n.° 61/497.447 presentada el 15 de
junio de 2011 y la solicitud provisional estadounidense n.° 61/494.832 presentada el 8 de junio de 2011.

Campo técnico

En el presente documento se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden liposomas de retinoide
para potenciar la modulacion de la expresion de hsp47 mediante ARNip.

Antecedentes

La fibrosis del higado puede estar producida por células estrelladas hepaticas (HSC) activadas, que dan como
resultado que se deposite una pluralidad de tipos de moléculas de colageno y fibronectina sobre el tejido intersticial.
Esto puede conducir a cirrosis hepatica, insuficiencia hepatica y/o carcinoma hepatocelular. Ademas, se desarrolla
pancreatitis crénica como resultado de fibrosis pancreatica mediante el mismo mecanismo que para la fibrosis
hepatica (Madro, et al., 2004; Med Sci Monit. 10:RA166-70; Jaster, 2004, Mol Cancer. 6:26). Ademas, estan
presentes células estrelladas en trastornos de las cuerdas vocales y la laringe tales como cicatrizacion de las
cuerdas vocal, fibrosis de la mucosa de las cuerdas vocales y fibrosis de la laringe. Para prevenir o tratar la fibrosis
en estos 6rganos y en otras partes en el organismo, existe el deseo de desarrollar un portador de farmaco y un kit de
portador de farmaco.

Las células estrelladas son uno de los candidatos de diana importantes para tratar la fibrosis (Fallowfield et al., 2004,
Expert Opin Ther Targets. 8:423-35; Pinzani, et al., 2004, Dig Liver Dis.36:231-42). Durante la fibrosis, las células
estrelladas se activan mediante citocinas a partir de células cercanas para producir muchos factores que provocan
fibrosis hepatica. Las células estrelladas almacenan vitamina A y pertenecen a la familia de los miofibroblastos.

Los métodos terapéuticos para prevenir o tratar la fibrosis intentan controlar el metabolismo del colageno, la
estimulacion del sistema de degradacion del colageno y la inhibicion de la activacion de células estrelladas. Sin
embargo, en todos estos casos, la baja especificidad de acciéon y/o la baja especificidad de 6rgano, la eficacia
limitada y los efectos secundarios adversos crean problemas.

La inhibicion de la sintesis de proteinas de colageno no se ha establecido como método terapéutico. La potencia de
moléculas que seleccionan como diana la produccion de colageno es limitada debido a la posibilidad de provocar
efectos secundarios. Inhibir la producciéon de colageno directamente proporciona otro método terapéutico para
prevenir o tratar la fibrosis. Un método de este tipo requiere controlar uno o mas de los diversos tipos de colageno
tipos | a IV. Un método para lograr esto puede ser a través de la proteina de choque térmico 47 (HSP47), una
chaperona molecular especifica del colageno que es esencial para el transporte intracelular y la maduracion
molecular necesaria para diversos tipos de colageno. Por tanto, si la funcién de HSP47 puede controlarse
especificamente en células estrelladas, existe una posibilidad de inhibir la fibrosis hepatica.

El documento EP1842557 se refiere a un portador de farmaco y a un kit de portador de farmaco para inhibir la
fibrosis.

Sato et al. (Nature Biotechnology; volumen 26, numero 4; abril de 2008; paginas 431 - 442) se refiere a resolver la
cirrosis hepatica usando liposomas acoplados a vitamina A para suministrar ARNip contra una chaperona especifica
del colageno.

Sumario

La presente invencion se define, entre otras cosas, por los siguientes puntos:

1. Composicion farmacéutica que comprende

(i) una molécula de acido nucleico bicatenario y un portador de farmaco que comprende una mezcla de un retinoide
y un lipido, en la que la molécula de acido nucleico bicatenario comprende la estructura (A1):

(A1) % (N)x-Z 3’ (cadena antisentido)
3 Z-(N')y -z" 5’ (cadena sentido)

en la que cada uno de N y N’ es un nucleétido que puede no estar modificado o estar modificado, o un resto no
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convencional;

en la que cada uno de (N)x y (N’), es un oligonucleétido en el que cada N o N’ consecutivo esta unido al siguiente N
o N’ mediante un enlace covalente;

en la que cada uno de Z y Z' estd independientemente presente o ausente, pero si esta presente incluye
independientemente 1-5 nucledtidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacion de los
mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente;

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5-terminal de (N’)y;

en la que cada uno de x e y es independientemente un numero entero de entre 18 y 40;
en la que la secuencia de (N’), tiene complementariedad con respecto a la secuencia de (N)y;

en la que (N)x incluye una secuencia antisentido con respecto a la secuencia codificante de ARNm para hsp47
humana mostrada a modo de ejemplo mediante SEQ ID NO: 1; y

en la que el lipido comprende un lipido seleccionado del grupo que consiste en

o]

WO Br
0\,
\N /u\// N \//\OH
/J

0 HEDC

0 S104;
(o]

(ii) una molécula de acido nucleico bicatenario que comprende una cadena sentido y una cadena antisentido en la
que las cadenas sentido y antisentido se seleccionan de los oligonucleétidos descritos como SERPINH1_2 (SEQ ID
NO: 60 y 127), SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165) y SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168), y un portador de
farmaco que comprende una mezcla de una vesicula lipidica y un retinoide o un conjugado de retinoide, en la que la
vesicula lipidica comprende un lipido seleccionado del grupo que consiste en
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2. Composicion farmacéutica segun el punto 1, en el que el conjugado de retinoide es un conjugado de PEG.

S104.

3. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-2, en la que la cadena antisentido comprende SEQ
ID NO: 127 y la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 60; en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonuclestidos modificados con 2’-O-metilo; un 2’-5'-ribonucledtido en al menos una de las posiciones 1, 5,6 0 7;y
un resto distinto de nucledétido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la que la cadena sentido
comprende ademas al menos un 2’-5'-ribonucleétido o ribonucleétido modificado con 2’-O-metilo; un resto distinto de
nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de ocupacién de centros reactivos unido
covalentemente al extremo 5’-terminal.

4. Composiciéon farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-2, en la que la cadena antisentido comprende SEQ
ID NO: 127 y la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 60; en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonuclestidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5’-ribonucledtido en
la posicién 7; y un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la que la cadena
sentido comprende ademas cinco 2’-5'-ribonucleétidos consecutivos en las posiciones 3’-terminales 15, 16, 17, 18 y
19; un resto distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5’-terminal.

5. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-2, en la que la cadena antisentido comprende SEQ
ID NO: 127 y la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 60; en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2'-O-metilo en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; y un resto distinto de
nucledtido C3C3 unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la que la cadena sentido comprende ademas un
resto distinto de nucleétido C3Pi unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5’-terminal.

6. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-2, en la que la cadena antisentido comprende SEQ
ID NO: 127 y la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 60; en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5-ribonucleétido
en la posicion 7; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la
que la cadena sentido comprende ademas cinco 2’-5-ribonucledtidos consecutivos en las posiciones 3'-terminales
15, 16, 17, 18 y 19; un resto distinto de nucledtido C3Pi unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto
abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

7. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-2, en la que la cadena antisentido comprende SEQ
ID NO: 127 y la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 60; en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5-ribonucleétido
en la posicion 7; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la
que la cadena sentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 7, 13, 16 y
18; un 2’-5-ribonucledtido en la posicion 9; un resto distinto de nucleétido C3 unido covalentemente al extremo 3'-
terminal; y un resto abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

8. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-2, en la que la cadena sentido comprende SEQ ID
NO: 98 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 165; en la que la cadena sentido comprende ademas 2’-5'-
ribonucledtidos en las posiciones en o cerca del extremo 3-terminal; un resto distinto de nucleétido unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de ocupacidon de centros reactivos unido covalentemente al
extremo 5'-terminal; y en la que la cadena antisentido comprende ademas un ribonucleétido modificado con 2'-O-
metilo; un 2’-5'-ribonucleétido en al menos una de las posiciones 5, 6 o 7; y un resto distinto de nucleétido unido
covalentemente al extremo 3’-terminal.

9. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-2, en la que la cadena sentido comprende SEQ ID
NO: 98 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 165; en la que la cadena sentido comprende ademas 2’-5'-
ribonucledtidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un resto C3-OH 3’ unido covalentemente al extremo 3’-
terminal; y un resto de desoxirribonucledtido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5-terminal; y en la
que la cadena antisentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 2, 4, 6,
8, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2-5-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al
extremo 3’-terminal.
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10. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-2, en la que la cadena sentido comprende SEQ ID
NO: 101 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 168; en la que la cadena sentido comprende ademas
ribonucleétidos de pirimidina modificados con 2’-O-metilo; un 2’-5'-ribonucleétido opcional en una de la posicion 9 o
10; un resto distinto de nucledétido unido covalentemente al extremo 3'-terminal; y un resto de ocupacion de centros
reactivos unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y en la que la cadena antisentido comprende ademas un
ribonucledtido modificado con 2’-O-metilo; un 2’-5’-ribonucledtido en al menos una de las posiciones 5, 6 0 7; y un
resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

11. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-2, en la que la cadena sentido comprende SEQ ID
NO: 101 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 168; en la que la cadena sentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2°-O-metilo en las posiciones 4, 11, 13 y 17; un 2’-5'-ribonucleétido en la posicion 9;
un resto distinto de nucledtido C30OH unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
desoxirribonucleotido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5-terminal; y en la que la cadena
antisentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 4, 8, 11y 15; un 2'-
5’-ribonucleoétido en la posicion 6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

12. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-2, en la que la cadena sentido comprende SEQ ID
NO: 101 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 168; en la que la cadena sentido comprende ademas
ribonucleotidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 4, 11, 13 y 17; un resto distinto de nucleétido C30H
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5-terminal; y en la que la cadena antisentido comprende ademas ribonucledtidos
modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 4, 8, 13 y 15; un 2’-5-ribonucleétido en la posicion 6; y un resto
C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

13. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-2, en la que la cadena sentido comprende SEQ ID
NO: 101 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 168; en la que la cadena sentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 2, 4, 11, 13 y 17; un resto distinto de nucleétido C30H
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5-terminal; y en la que la cadena antisentido comprende ademas ribonucleétidos
modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 4, 8, 11 y 15; un 2’-5-ribonucleétido en la posicion 6; y un resto
distinto de nucledtido C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

La presente descripcion se refiere a un portador de farmaco y un kit de portador de farmaco que permiten transportar
especificamente un farmaco de diagnéstico y/o terapéutico a células estrelladas. El portador de farmaco en la
presente descripcion puede seleccionarse de formas de micelas poliméricas, liposomas, emulsiones, microesferas y
nanoesfera, y uniendo al mismo o incluyendo en el mismo un retinoide o conjugado de retinoide y un farmaco
terapéutico que puede transportarse especificamente a HSC. Los retinoides incluyen vitamina A, retinal, acido
retinoico, vitamina A saturada, tretinoina, adapaleno o palmitato de retinol y fenretinida (4-HPR). Ademas,
preparando el portador de farmaco para incluir una molécula o una pluralidad de moléculas seleccionadas de
inhibidores de la actividad de TGFp tales como un receptor de TGFp tipo Il truncado y un receptor de TGF tipo I
soluble, preparaciones de factores de crecimiento tales como HGF, promotores de la produccion de MMP tales como
un vector de adenovirus que contiene gen de MMP, inhibidores de la activacion celular y/o inhibidores del
crecimiento incluyendo un ligando de PPARYy, un antagonista de receptor de angiotensina-ll tipo I, un inhibidor de
tirosina cinasa de PDGF y un inhibidor de los canales de sodio tal como amilorida, e inductores de la apoptosis tales
como compuesto 861 y agliotoxina; y administrandolo, por ejemplo, por via oral, parenteral, intravenosa o
intraperitoneal a un paciente que tiene riesgo de fibrosis o sintomas de fibrosis, o pacientes que tienen diversos
trastornos relacionados con fibrosis tales como, por ejemplo, cirrosis hepatica, insuficiencia hepatica, cancer de
higado o pancreatitis cronica, puede suprimirse la activacion de células estrelladas, y de ese modo prevenir, inhibir o
mejorar la fibrosis y/o los estados patolégicos relacionados con fibrosis en dicho paciente. Alternativamente, o de
manera adicional a lo mismo, usando el portador de farmaco que encierra en el mismo una ribozima, un ARN
antisentido o un ARNip que inhibe especificamente HSP47 o TIMP, que es un inhibidor de MMP, puede inhibirse
simultaneamente la secrecién de colagenos de tipo | a IV, y como resultado puede inhibirse eficazmente la
fibrogénesis.

Una realizacion de la descripcidn es una composicién farmacéutica que comprende una molécula de acido nucleico
bicatenario que comprende una cadena sentido y una cadena antisentido en la que las cadenas sentido y antisentido
se seleccionan de los oligonucledtidos descritos como SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127), SERPINH1_45a (SEQ
ID NO: 98 y 165) y SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168) en la tabla 4, a continuacion, y un portador de farmaco
que comprende una mezcla de una vesicula lipidica y un retinoide o un conjugado de retinoide. El retinoide puede
ser uno o mas de los siguientes: vitamina A, acido retinoico, vitamina A saturada, retinal, tretinoina, adapaleno,
palmitato de retinol o fenretinida. Preferiblemente, el retinoide comprende un conjugado de acido retinoico, lo mas
preferiblemente un conjugado de retinoide-PEG. La vesicula lipidica puede comprender una bicapa de moléculas
lipidicas, y puede comprender ademas el retinoide. El retinoide esta preferiblemente a una concentracion del 0,2 al
20 % en peso en el portador de farmaco. La vesicula lipidica puede comprender una superficie interior que
encapsula el interior de la vesicula lipidica, y una superficie exterior que es accesible para un medio acuoso fuera de
la vesicula lipidica. El retinoide puede estar asociado con la bicapa lipidica. El acido nucleico bicatenario puede estar
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expuesto en la superficie exterior de la vesicula lipidica.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico bicatenario incluye una cadena antisentido que tiene SEQ
ID NO: 127 y que comprende ribonucleétidos modificados con azucar de 2’-O-metilo (2’OMe); un 2’-5’-ribonucleétido
en al menos una de las posiciones 1, 5, 6 o 7; y un resto distinto de nucleétido 3’-terminal unido covalentemente al
extremo 3'-terminal; y una cadena sentido que tiene SEQ ID NO: 60 y que comprende al menos un 2'-5-
ribonucledtido o ribonucledtido modificado con 2’0OMe; un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al
extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal. En realizaciones
preferidas, la cadena antisentido es SEQ ID NO: 127 y comprende ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las
posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5’-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto distinto de nucleétido unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y la cadena sentido es SEQ ID NO: 60 y comprende cinco 2-5-
ribonucledtidos consecutivos en las posiciones 3’-terminales 15, 16, 17, 18 y 19; un resto distinto de nucleétido unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal. En
algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico bicatenario incluye ademas un ribonucleétido modificado con
2’OMe o un 2’-5’-ribonucleétido en la posicién 1 de la cadena antisentido. (Todas las referencias en el presente
documento a posiciones de nucledtido se expresan basandose en el sentido 5>3' del oligonucleétido para las
cadenas tanto sentido como antisentido de la molécula de acido nucleico bicatenario).

En diversas realizaciones, la cadena sentido es SEQ ID NO: 98 y comprende 2’-5’-ribonucleétidos en las posiciones
en el extremo 3’-terminal; un resto distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto
abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal; y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 165 y
comprende ribonucleétidos modificados con 2’0OMe; un 2’-5’-ribonucleétido en al menos una de las posiciones 5, 6 o
7; y un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3’-terminal. En realizaciones preferidas, la
cadena sentido es SEQ ID NO: 98 y comprende 2’-5’-ribonucleétidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un resto
C3-OH 3’ unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5-terminal; y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 165 y comprende ribonucleétidos
modificados con 2’0OMe en las posiciones 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5'-ribonucleétido en la posicién 7; y un
resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal. En algunas realizaciones, el acido nucleico
bicatenario comprende ademas un ribonucleétido modificado con 22°0OMe en la posicién 2.

En diversas realizaciones, la cadena sentido es SEQ ID NO: 101 y comprende ribonucleétidos modificados con
2'0OMe; un 2’-5-ribonucledtido opcional en una de la posicion 9 o 10; un resto distinto de nucledtido unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la
cadena antisentido es SEQ ID NO: 168 y comprende ribonucleétidos modificados con 2’0OMe; un 2’-5-ribonucledtido
en al menos una de las posiciones 5, 6 o 7; y un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3'-
terminal. En realizaciones preferidas, la cadena sentido es SEQ ID NO: 101 y comprende ribonucleétidos
modificados con 2’0OMe en las posiciones 4, 11, 13 y 17; un 2’-5’-ribonucleétido en la posicion 9; un resto distinto de
nucleétido C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal; y resto de desoxirribonucleétido abasico invertido
unido covalentemente al extremo 5-terminal; y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 168 y comprende
ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 4, 8, 11y 15; un 2’-5-ribonucledtido en la posicién 6; y
un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal. En determinadas realizaciones, la molécula de
acido nucleico bicatenario comprende ademas un ribonucleétido modificado con 2’0OMe en la posicién 13 en la
cadena antisentido y/o en la posicion 2 en la cadena sentido.

Otro aspecto es una composicion farmacéutica que comprende una molécula de acido nucleico bicatenario y
portador de farmaco que comprende una mezcla de un retinoide y un lipido, en la que el compuesto de
oligonucledtido bicatenario comprende la estructura (A1):
(A1) 5 (Nx-Z 3’(cadena antisentido)

3 Z-(N'),-z" 5’ (cadena sentido)

en la que cada uno de N y N’ es un nucleétido que puede no estar modificado o estar modificado, o un resto no
convencional;

en la que cada uno de (N)x y (N’), es un oligonucleétido en el que cada N o N’ consecutivo esta unido al siguiente N
o N’ mediante un enlace covalente;

en la que cada uno de Z y Z' estd independientemente presente o ausente, pero si esta presente incluye
independientemente 1-5 nucledtidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacion de los
mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente;

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5-terminal de (N’)y;

en la que cada uno de x e y es independientemente un nimero entero de entre 18 y 40;
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en la que la secuencia de (N'), tiene complementariedad con respecto a la secuencia de (N)y; y

en la que (N)x incluye una secuencia antisentido con respecto a la secuencia codificante de ARNm para hsp47
humana mostrada a modo de ejemplo mediante SEQ ID NO: 1, que se muestra de la siguiente manera.

ucuuuggcuu uuuuuggcgg agcuggggcg cccuccggaa gceguuuccaa cuuuccagaa 60
guuucucggg acgggcagga gggggugggg acugccauau auagaucccg ggagcaggag 120
agcgggcuaa gaguagaauc gugucgcggce ucgagagcega gagucacguc cecggegceuag 180
cccagececga cccaggcecca ccguggugcea cgcaaaccac uuccuggceca ugecgcucecu 240
_ccugcuucuc agcgccuucu gocuccugga ggcggeccug gocgcocgagg ugaagaaace 300
ugcagccgca gcagcouccug gcacugcgga gaaguugagce cccaaggcgg ccacgcuuge 360
cgagcgcagc gecggocugg ccuucagouu guaccaggec auggccaagg accaggcagu 420
ggagaacauc .cuggugucac ccgugguggu ggccucgucg cuagggcucg ugucgcuggg 480
cggcaaggcg accacggcgu. cgcaggccaa ggcagugeug agegoegage agcugcgega 540
cgaggaggug cacgccggec ugggcgagcu gcugcgcuca cucagcaacu ccacggcgceg 600
caacgugacc uggaagcugg gcagccgacu guacggaccce agcucaguga gcuucgcuga 660
ugacuucgug cgcagcagca agcagcacua caacugcgag cacuccaaga ucaacuuccg 720
cgécaagcgc agcgcgecugc aguccaucaa cgagugggcc gcgcagacca ccgacggcaa 780
gcugccegag gucaccaagg acguggageg cacggacggce geccugcuag ucaacgecau 840
guucuucaag ccacacuggg augagaaauu ccaccacaag augguggaca accguggceuu 900
cauggugacu cgguccuaua ccgugggugu caugaugaug caccggacag gccucuacaa C 960
cuacuacgac gacgagaagg aaaagcugca aaucguggag augccccugg cécacaagcu 1020
cuccagcecuc aucauccuca ugccccauca cguggagccu cucgagcegcec uugaaaagcu 1080
gcuaaccaaa gagcagcuga agaucuggau ggggaagaug cagaagaagd cuguugécau 1140
cuccuugccc aagggugugg uggaggugac ccaugaccug cagaadcacc uggcugggcu 1200
gggccugacu gaggccauug acaagaacaa ggccgacuug ucacgcaugu caggcaagaa 1260
ggaccuguac cuggccagcg uguuccacgc caccgccuuu gaguuggaca cagauggcaa i320
ccccuuugac caggacaucu acgggcgega ggagcugcgce agccccaagce uguucuacgc 1380
cgaccacccc uucaucuucc uagugcggga cacccaaagc ggcucccugce uauucauugg 1440
gcgcecugguc cggccuaagg gugacaagau gcgagacgag uuauagggcec ucagggugca 1500
cacaggaugg caggaggcau ccaaaggcuc cugagacaca ugggugcuau ugggguuagg 1560
ggggagguga gguaccagcc uuggauacuc cauggggugg ggguggaaaa acagaccggg 1620
guucccgugu gccugagcgg accuucccag cuagaauuca cuccacuugg acaugggece 1680
cagauaccau gaugcugagc ccggaaacuc cacauccugu gggaccuggg ccauagucau .1740
ucugccugcce- cugaaagucc cagaucaagc cugccucaau caguauucau auuuauagcc 1800
agguaccuuc ucaccuguga gaccaaauug agcuaggggg gucagccage ccucuucuga 1860
cacuaaaaca ccucagcugc cuccccageu cuaucccaac cucucccaac uauaaaacua 1920
ggugcugcag ccccugggac caggcacccc cagaaugacc uggccgcagu gaggcggauu 1980
gagaaggagc ucccaggagg ggeuucuggg cagacucugg ucaagaagca ucgugucugyg 2040
cguugugggg augaacuuuu uguuuuguuu cuuccuuuuu uaguucuuca aagauwaggga 2100
gggaaggggg aacaugagcc uuuguugcua ucaauccaag aacuuauuug uacauuuuuu 2160
uuuucaauaa aacuuuucca augacauuuu guuggagcgu ggaaaaaa 2208

En el presente documento se proporcionan composiciones, métodos y kits para modular la expresion de genes
diana. En diversos aspectos y realizaciones, las composiciones, métodos y kits proporcionados en el presente
documento modulan la expresién de la proteina de choque térmico 47 (hsp47), también conocida como SERPINH1
(SEQ ID NO: 1). Las composiciones, los métodos y los kits pueden implicar el uso de moléculas de acido nucleico
(por ejemplo, acido nucleico de interferencia pequefio (ANip), ARN de interferencia pequefio (ARNip), ARN
bicatenario (ARNbc), micro-ARN (miARN) o ARN de horquilla corta (ARNhc)) que se unen a una secuencia de
nucleodtidos (tal como una secuencia de ARNm) que codifica hsp47, SEQ ID NO: 1. En determinadas realizaciones
preferidas, las composiciones, los métodos y los kits divulgados en el presente documento inhiben la expresion de
hsp47. Por ejemplo, se proporcionan moléculas de ANip (por ejemplo, moléculas de ANbc con tramo de complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC) o moléculas de ANbc con tramo de Dicer) que reducen o inhiben la
expresion de hsp47. También se proporcionan composiciones, métodos y kits para tratar y/o prevenir enfermedades,
estados o trastornos asociados con hsp47, tales como fibrosis hepatica, cirrosis, fibrosis pulmonar incluyendo
fibrosis de pulmén (incluyendo fibrosis de pulmon intersticial (ILF)), fibrosis renal que resulta de cualquier estado (por
ejemplo, enfermedad renal crénica (CKD) incluyendo enfermedad renal en estadio terminal (ESRD)), fibrosis
peritoneal, dafio hepatico cronico, fibrilogénesis, enfermedades fibréticas en otros érganos, cicatrizacion andmala
(queloides) asociada con todos los posibles tipos de lesion cutanea por accidente y yatrogénica (operaciones);
esclerodermia; cardiofibrosis, insuficiencia de la operacion de filirado de glaucoma; y adhesiones intestinales.

En un aspecto, se proporcionan las composiciones farmacéuticas, anteriores, que comprenden moléculas de acido
nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) como componente de una formulacién farmacéutica en la que la molécula
de acido nucleico incluye una cadena sentido y una cadena antisentido; cada cadena de la molécula de acido
nucleico tiene independientemente de 15 a 49 nucledtidos de longitud; una secuencia de 15 a 49 nucleétidos de la
cadena antisentido es complementaria a una secuencia de un ARNm que codifica hsp47 humana (por ejemplo, SEQ
ID NO: 1); y una secuencia de 15 a 49 nucledtidos de la cadena sentido es complementaria a la secuencia de la
cadena antisentido e incluye una secuencia de 15 a 49 nucledtidos de un ARNm que codifica hsp47 humana (por
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ejemplo, SEQ ID NO: 1).

En determinadas realizaciones, la secuencia de la cadena antisentido que es complementaria a una secuencia de un
ARNmM que codifica hsp47 humana incluye una secuencia complementaria a una secuencia entre los nuclettidos
600-800; u 801-899; 0 900-1000; o 1001-1300 de SEQ ID NO: 1; o entre los nucleétidos 650-730; o 900-975 de SEQ
ID NO: 1. En algunas realizaciones, la cadena antisentido incluye una secuencia que es complementaria a una
secuencia de un ARNm que codifica hsp47 humana correspondiente a los nucleétidos 674-693 de SEQ ID NO: 1 o
una parte de los mismos; o nucleétidos 698-716 de SEQ ID NO: 1 o una parte de los mismos; o nucleétidos 698-722
de SEQ ID NO: 1 o una parte de los mismos; o nucleétidos 701-720 de SEQ ID NO: 1 o una parte de los mismos; o
nucledtidos 920-939 de SEQ ID NO: 1 o una parte de los mismos; o nucleétidos 963-982 de SEQ ID NO: 1 o una
parte de los mismos; o nucleétidos 947-972 de SEQ ID NO: 1 o una parte de los mismos; o nucleétidos 948-966 de
SEQ ID NO: 1 o una parte de los mismos; o nucledtidos 945-969 de SEQ ID NO: 1 o una parte de los mismos; o
nucledtidos 945-963 de SEQ ID NO: 1 o una parte de los mismos.

En determinadas realizaciones, la cadena antisentido de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula
de ANip) tal como se divulga en el presente documento como componente de una formulacién farmacéutica incluye
una secuencia correspondiente a SEQ ID NO: 4 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 6 o una parte de la misma;
o0 SEQ ID NO: 8 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 10 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 12 o una parte
de la misma; o SEQ ID NO: 14 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 16 o una parte de la misma; o SEQ ID NO:
18 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 20 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 22 o una parte de la misma; o
SEQ ID NO: 24 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 26 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 28 o una parte
de la misma; o SEQ ID NO: 30 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 32 o una parte de la misma; o SEQ ID NO:
34 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 36 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 38 o una parte de la misma; o
SEQ ID NO: 40 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 42 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 44 o una parte
de la misma; o SEQ ID NO: 46 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 48 o una parte de la misma; o SEQ ID NO:
50 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 52 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 54 o una parte de la misma; o
SEQ ID NO: 56 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 58 o una parte de la misma. En determinadas realizaciones,
la cadena sentido de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) tal como se divulga en el
presente documento incluye una secuencia correspondiente a SEQ ID NO: 3 o una parte de la misma; o SEQ ID NO:
5 0 una parte de la misma; o SEQ ID NO: 7 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 9 o una parte de la misma; o
SEQ ID NO: 11 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 13 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 15 o una parte
de la misma; o SEQ ID NO: 17 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 19 o una parte de la misma; o SEQ ID NO:
21 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 23 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 25 o una parte de la misma; o
SEQ ID NO: 27 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 29 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 31 o una parte
de la misma; o SEQ ID NO: 33 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 35 o una parte de la misma; o SEQ ID NO:
37 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 39 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 41 o una parte de la misma; o
SEQ ID NO: 43 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 45 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 47 o una parte
de la misma; o SEQ ID NO: 49 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 51 o una parte de la misma; o SEQ ID NO:
53 0 una parte de la misma; o SEQ ID NO: 55 o una parte de la misma; o SEQ ID NO: 57 o una parte de la misma.

En determinadas realizaciones preferidas, la cadena antisentido de una molécula de acido nucleico (por ejemplo,
una molécula de ANip) tal como se divulga en el presente documento como componente de una formulacion
farmacéutica incluye una secuencia correspondiente a una cualquiera de las secuencias antisentido mostradas en la
tabla 4. En determinadas realizaciones preferidas, la cadena antisentido y la cadena sentido se seleccionan de los
pares de secuencias mostrados en la tabla 4. En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se
seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1 4, SERPINH1 12, SERPINH1 18,
SERPINH1_30, SERPINH1_58 y SERPINH1_88. En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se
seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_4 (SEQ ID NO: 195 y 220), SERPINH1_12 (SEQ
ID NO: 196 y 221), SERPINH1_30 (SEQ ID NO: 199 y 224) y SERPINH1_58 (SEQ ID NO: 208 y 233).

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una
molécula de ANip) tal como se divulga en el presente documento como componente de una formulacion
farmacéutica incluye los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_4 (SEQ ID NO: 195 y 220). En algunas
realizaciones de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) tal como se divulga en el
presente documento incluye las cadenas antisentido y sentido de los pares de secuencias expuestos en
SERPINH1_12 (SEQ ID NO: 196 y 221). En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido de una
molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) tal como se divulga en el presente documento
incluye los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_30 (SEQ ID NO: 199 y 224). En algunas realizaciones de
una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) tal como se divulga en el presente documento
incluye las cadenas antisentido y sentido de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_58 (SEQ ID NO: 208
y 233).

En determinadas realizaciones, la cadena antisentido de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula
de ANip) tal como se divulga en el presente documento como componente de una formulacion farmacéutica incluye
una secuencia correspondiente a una cualquiera de las secuencias antisentido mostradas en una cualquiera de las
tablas B o C.
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En determinadas realizaciones preferidas, la cadena antisentido de una molécula de acido nucleico (por ejemplo,
una molécula de ANip) tal como se divulga en el presente documento como componente de una formulacion
farmacéutica incluye una secuencia correspondiente a una cualquiera de las secuencias antisentido mostradas en la
tabla 5. En determinadas realizaciones preferidas, la cadena antisentido y la cadena se seleccionan de los pares de
secuencias mostrados en la tabla 5. En algunas realizaciones de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una
molécula de ANip) tal como se divulga en el presente documento incluye las cadenas antisentido y sentido
seleccionadas de los pares de secuencias expuestos en

« SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127),

« SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130),

« SERPINH1_11 (SEQ ID NO: 68 y 135),

« SERP1NH1_13 (SEQ ID NO: 69 y 136),

« SERPINH1_45 (SEQ ID NO: 97 y 164),

« SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165),
« SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168),
« SERPINH1_52 (SEQ ID NO: 102 y 169) 0
« SERPINH1_86 (SEQ ID NO: 123 y 190).

En algunas realizaciones preferidas, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de secuencias
expuestos en

« SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127),

« SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130),

« SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165), y
« SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168).

En algunas realizaciones preferidas de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) tal
como se divulga en el presente documento como componente de una formulacién farmacéutica incluye las cadenas
antisentido y sentido seleccionadas de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127).
En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido incluyen los pares de secuencias expuestos en
SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130). En algunas realizaciones de una molécula de acido nucleico (por ejemplo,
una molécula de ANip) tal como se divulga en el presente documento incluye las cadenas antisentido y sentido de
los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_11 (SEQ ID NO: 68 y 135). En algunas realizaciones, las
cadenas antisentido y sentido son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_13 (SEQ ID NO: 69 y 136). En
algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_45
(SEQ ID NO: 97 y 164). En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido son los pares de secuencias
expuestos en SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165). En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido
son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168).

En determinadas realizaciones, la cadena antisentido de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula
de ANip) tal como se divulga como componente de una formulacién farmacéutica en el presente documento incluye
una secuencia correspondiente a una cualquiera de las secuencias antisentido mostradas en una cualquiera de las
tablas D o E.

En diversas realizaciones de moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se divulga en el
presente documento como componente de una formulacién farmacéutica, la cadena antisentido puede tener de 15 a
49 nucledtidos de longitud (por ejemplo, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 o0 49 nucledtidos de longitud); o 17-35 nucledtidos de longitud; o
17-30 nucledtidos de longitud; o 15-25 nucledtidos de longitud; o 18-25 nucledtidos de longitud; o 18-23 nucledtidos
de longitud; o 19-21 nucleodtidos de longitud; o 25-30 nucledtidos de longitud; o 26-28 nucledtidos de longitud. En
algunas realizaciones de moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se divulga en el
presente documento, la cadena antisentido puede tener 19 nucleétidos de longitud. De manera similar, la cadena
sentido de moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se divulga en el presente
documento puede tener de 15 a 49 nucledtidos de longitud (por ejemplo, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 689 696 T3

26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 0 49 nucledtidos de longitud);
o 17-35 nucledtidos de longitud; o 17-30 nucledtidos de longitud; o 15-25 nucledtidos de longitud; o 18-25
nucledtidos de longitud; o 18-23 nucledtidos de longitud; o 19-21 nucledtidos de longitud; o 25-30 nucledtidos de
longitud; o 26-28 nucleodtidos de longitud. En algunas realizaciones de moléculas de acido nucleico (por ejemplo,
moléculas de ANip) tal como se divulga en el presente documento, la cadena sentido puede tener 19 nucledtidos de
longitud. En algunas realizaciones de moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se
divulga en el presente documento, la cadena antisentido y la cadena sentido pueden tener 19 nucledtidos de
longitud. La regidon de duplex de las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se
divulga en el presente documento puede tener de 15-49 nucledtidos de longitud (por ejemplo, aproximadamente 15,
16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48 o 49 nucledtidos de longitud), 15-35 nucledtidos de longitud; o 15-30 nucledtidos de longitud; o
aproximadamente 15-25 nucleétidos de longitud; o 17-25 nucledtidos de longitud; o 17-23 nucledtidos de longitud; o
17-21 nucledtidos de longitud; o 25-30 nucledtidos de longitud; o 25-28 nucledtidos de longitud. En diversas
realizaciones de moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se divulga en el presente
documento, la regién de duplex puede tener 19 nucleétidos de longitud.

En determinadas realizaciones, las cadenas sentido y antisentido de un acido nucleico (por ejemplo, una molécula
de acido nucleico ANip) tal como se proporciona en el presente documento como componente de una formulacion
farmacéutica son cadenas polinucleotidicas separadas. En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido
separadas forman una estructura bicatenaria a través de puentes de hidrégeno, por ejemplo, formacién de pares de
bases de Watson-Crick. En algunas realizaciones, las cadenas sentido y antisentido son dos cadenas separadas
que estan unidas covalentemente entre si. En otras realizaciones, las cadenas sentido y antisentido son parte de
una Unica cadena polinucleotidica que tienen una region tanto sentido como antisentido; en algunas realizaciones
preferidas, la cadena polinucleotidica tiene una estructura de horquilla.

En determinadas realizaciones, la molécula de acido nucleico (por ejemplo, molécula de ANip) es una molécula de
acido nucleico bicatenario (ANbc) que es simétrica con respecto a las proyecciones, y tiene un extremo romo en
ambos extremos. En otras realizaciones, la molécula de acido nucleico (por ejemplo, molécula de ANip) es una
molécula de ANbc que es simétrica con respecto a las proyecciones, y tiene una proyeccion en ambos extremos de
la molécula de ANbc; preferiblemente la molécula tiene proyecciones de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 nucledtidos;
preferiblemente la molécula tiene proyecciones de 2 nucleétidos. En algunas realizaciones, las proyecciones son
proyecciones en 5’; en realizaciones alternativas, las proyecciones son proyecciones en 3. En determinadas
realizaciones, los nucledtidos de la proyeccion se modifican con modificaciones tal como se divulga en el presente
documento. En algunas realizaciones, los nucleétidos de la proyeccion son 2’-desoxinucleétidos.

En determinadas realizaciones preferidas, la molécula de acido nucleico (por ejemplo, molécula de ANip) como
componente de una formulacién farmacéutica es una molécula de ANbc que es asimétrica con respecto a las
proyecciones, y tiene un extremo romo en un extremo de la molécula y una proyeccion en el otro extremo de la
molécula. En determinadas realizaciones, la proyeccion tiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 nucledtidos; preferiblemente la
proyeccion tiene 2 nucledtidos. En algunas realizaciones preferidas, una molécula de ANbc asimétrica tiene una
proyeccion en 3’ (por ejemplo, una proyeccion en 3’ de dos nucleétidos) en un lado de un duplex que se produce en
la cadena sentido; y un extremo romo en el otro lado de la molécula. En algunas realizaciones preferidas, una
molécula de ANbc asimétrica tiene una proyeccion en 5’ (por ejemplo, una proyeccion en 5 de dos nucleétidos) en
un lado de un duplex que se produce en la cadena sentido; y un extremo romo en el otro lado de la molécula. En
otras realizaciones preferidas, una molécula de ANbc asimétrica tiene una proyeccion en 3’ (por ejemplo, una
proyeccion en 3’ de dos nucledtidos) en un lado de un duplex que se produce en la cadena antisentido; y un extremo
romo en el otro lado de la molécula. En algunas realizaciones preferidas, una molécula de ANbc asimétrica tiene una
proyeccion en 5’ (por ejemplo, una proyeccion en 5’ de dos nucleétidos) en un lado de un duplex que se produce en
la cadena antisentido; y un extremo romo en el otro lado de la molécula. En determinadas realizaciones preferidas,
las proyecciones son 2’-desoxinucleotidos.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico (por ejemplo, molécula de ANip) como componente de una
formulacion farmacéutica tiene una estructura de horquilla (que tiene la cadena sentido y la cadena antisentido en un
polinucleétido), con una estructura de bucle en un extremo y un extremo romo en el otro extremo. En algunas
realizaciones, la molécula de acido nucleico tiene una estructura de horquilla, con una estructura de bucle en un
extremo y un extremo de proyeccion en el otro extremo (por ejemplo, una proyeccion de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7 u 8
nucledtidos); en determinadas realizaciones, la proyeccion es una proyeccion en 3’; en determinadas realizaciones,
la proyeccion es una proyeccion en 5’; en determinadas realizaciones, la proyeccion esta en la cadena sentido; en
determinadas realizaciones, la proyeccion esta en la cadena antisentido.

En algunas realizaciones preferidas, la molécula de acido nucleico se selecciona de las moléculas de acido nucleico
mostradas en la tabla 3.

Las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, molécula de ANip) divulgadas en el presente documento como

componente de una formulacién farmacéutica pueden incluir una o mas modificaciones o nucleétidos modificados tal
como se describe en el presente documento. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico (por ejemplo, molécula de
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ANip) tal como se proporciona en el presente documento puede incluir un nucleétido modificado que tiene un azucar
modificado; un nucleétido modificado que tiene una nucleobase modificada; o un nucleétido modificado que tiene un
grupo fosfato modificado. De manera similar, una molécula de acido nucleico (por ejemplo, molécula de ANip) tal
como se proporciona en el presente documento puede incluir una estructura principal de fosfodiéster y/o puede
incluir un grupo fosfato terminal modificado.

Las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se proporcionan como componente de
una formulacion farmacéutica pueden tener uno o mas nucleotidos que incluyen un resto de azucar modificado, por
ejemplo, tal como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones preferidas, el resto de azucar
modificado se selecciona del grupo que consiste en 2’0OMe, 2’-metoxietoxilo, 2’-desoxilo, 2’-fluoro, 2’-alilo, 2’-O-(2-
(metilamino)-2-oxoetilo), 4’-tio, 4’-(CH.)-O-2’-puente, 2’-ANB (el resto de ribosa de un nucledtido de ANB esta
modificado con un puente adicional que conecta el oxigeno en 2’ y el carbono en 4’) y 2’-O-(N-metilcarbamato).

Las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se proporcionan como componente de
una formulaciéon farmacéutica pueden tener una o mas nucleobase(s) modificada(s), por ejemplo, tal como se
describe en el presente documento, que preferiblemente pueden ser una seleccionada del grupo que consiste en
xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metil- y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propil- y otros
derivados de alquilo de adenina y guanina, 5-halo-uracilo y citosina, 5-propinil-uracilo y citosina, 6-azo-uracilo,
citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, amino, tiol, tioalquil-, hidroxi- y otras adeninas y
guaninas sustituidas en 8, 5-trifluorometil- y otros uracilos y citosinas sustituidos en 5, 7-metilguanina, y
aciclonucleotidos.

Las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se proporcionan como componente de
una formulacién farmacéutica pueden tener una o mas modificaciones en la estructura principal de fosfodiéster, por
ejemplo, tal como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones preferidas, el enlace fosfodiéster
se modifica sustituyendo el enlace fosfodiéster con un fosforotioato, 3-(o 5’-)desoxi-3-(o 5’-)tio-fosforotioato,
fosforoditioato, fosforoselenatos, 3'-(0o  -5)desoxifosfinatos, boranofosfatos, 3-(o 5’-)desoxi-3’-(o
5’-)aminofosforamidatos, hidrogenofosfonatos, ésteres de boranofosfato, fosforamidatos, alquil- o aril-fosfonatos y
fosfotriéster o uniones con fésforo.

En diversas realizaciones, las moléculas de acido nucleico proporcionadas (por ejemplo, moléculas de ANip) como
componente de una formulacién farmacéutica pueden incluir una o modificaciones en la cadena sentido pero no en
la cadena antisentido. En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico proporcionadas (por ejemplo,
moléculas de ANip) incluyen una o mas modificaciones en la cadena antisentido pero no en la cadena sentido. En
algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico proporcionadas (por ejemplo, moléculas de ANip) incluyen
una o mas modificaciones tanto en la cadena sentido como en la cadena antisentido.

En algunas realizaciones en las que las moléculas de acido nucleico proporcionadas (por ejemplo, moléculas de
ANip) como componente de una formulaciéon farmacéutica tienen modificaciones, la cadena sentido incluye un
patron de nucledtidos modificados y no modificados alternantes, y/o la cadena antisentido incluye un patron de
nucledtidos modificados y no modificados alternantes; en algunas versiones preferidas de tales realizaciones, la
modificacion es un resto 2’0OMe. El patron de nucledtidos modificados y no modificados alternantes puede comenzar
con un nucledtido modificado en el extremo 5 o el extremo 3’ de una de las cadenas; por ejemplo, el patron de
nucledtidos modificados y no modificados alternantes puede comenzar con un nucleétido modificado en el extremo
5’ o el extremo 3’ de la cadena sentido y/o el patron de nucleétidos modificados y no modificados alternantes puede
comenzar con un nucleétido modificado en el extremo 5’ o el extremo 3’ de la cadena antisentido. Cuando tanto la
cadena antisentido como la sentido incluyen un patrén de nucledtidos modificados alternantes, el patron de
nucledtidos modificados puede estar configurado de tal manera que los nucleétidos modificados en la cadena
sentido son opuestos a nucledtidos modificados opuestos en la cadena antisentido; o puede haber un
desplazamiento de fase en el patrén de tal manera que los nucleétidos modificados de la cadena sentido son
opuestos a nucledtidos no modificados en la cadena antisentido y viceversa.

Las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se proporciona en el presente
documento como componente de una formulacién farmacéutica pueden incluir de uno a tres (es decir, 1, 2 0 3)
desoxinucledtidos en el extremo 3’ de la cadena sentido y/o antisentido.

Las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se proporciona en el presente
documento como componente de una formulacién farmacéutica pueden incluir un grupo fosfato en el extremo 5’ de
la cadena sentido y/o antisentido.

En un aspecto, como componente de una formulacién farmacéutica se proporcionan moléculas de acido nucleico
bicatenario que tienen la estructura (A1):

(A1) 5 (N)x-Z 3’ (cadena antisentido)

3 Z-(N'),-z" 5’ (cadena sentido)
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en la que cada uno de N y N’ es un nucleétido que puede no estar modificado o estar modificado, o un resto no
convencional;

en la que cada uno de (N)x y (N’), es un oligonucleétido en el que cada N o N’ consecutivo esta unido al siguiente N
o N’ mediante un enlace covalente;

en la que cada uno de Z y Z' estd independientemente presente o ausente, pero si esta presente incluye
independientemente 1-5 nucledtidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacion de los
mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente;

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5-terminal de (N’)y;

en la que cada uno de x e y es independientemente un numero entero de entre 18 y 40;
en la que la secuencia de (N'), tiene complementariedad con respecto a la secuencia de (N)y; y
en la que (N)x incluye una secuencia antisentido con respecto a SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones, (N)x incluye un oligonucleétido antisentido presente en la tabla 4. En otras realizaciones,
(N)x se selecciona de un oligonucledtido antisentido presente en las tablas B o C.

En algunas realizaciones, el enlace covalente que une cada N o N’ consecutivo es un enlace fosfodiéster.
En algunas realizaciones, x =y, y cada uno de x e y es 19, 20, 21, 22 o 23. En diversas realizaciones, x =y =19.

En algunas realizaciones de moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se divulga en el
presente documento, la molécula de acido nucleico bicatenario es un ARNip, ANip o un miARN.

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en
* SERPINH1_4 (SEQ ID NO: 195 y 220),
* SERPINH1_12 (SEQ ID NO: 196 y 221),
* SERPINH1_30 (SEQ ID NO: 199y 224), y
* SERPINH1_58 (SEQ ID NO: 208 y 233).
En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_4
(SEQ ID NO: 195 y 220). En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido son los pares de secuencias
expuestos en SERPINH1_12 (SEQ ID NO: 196 y 221). En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido
son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_30 (SEQ ID NO: 199 y 224). En algunas realizaciones, las
cadenas antisentido y sentido son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_58 (SEQ ID NO: 208 y 233).
En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico bicatenario como componente de una formulacion
farmacéutica comprenden un resto de ADN o un apareamiento erréneo con la diana en la posicién 1 de la cadena
antisentido (extremo 5'-terminal). Una estructura de este tipo se describe en el presente documento. Segin una
realizacion, se proporcionan moléculas de acido nucleico modificadas que tienen una estructura (A2) expuesta a
continuacion:
(A2) 5 N’-(N)x - Z 3’ (cadena antisentido)

3 Z’-NZ-(N’)y -z’ 5’ (cadena sentido)

en la que cada uno de N2, Ny N’ es un ribonucledtido no modificado o modificado, o un resto no convencional;

en la que cada uno de (N)x y (N’), es un oligonucleétido en el que cada N o N’ consecutivo esta unido al N o N’
adyacente mediante un enlace covalente;

en la que cada uno de x e y es independientemente un numero entero de entre 17 y 39;

en la que la secuencia de (N’), tiene complementariedad con respecto a la secuencia de (N)x y (N)x tiene
complementariedad con respecto a una secuencia consecutiva en un ARN diana;
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en la que N' esta unido covalentemente a (N)x y presenta apareamiento erréneo con respecto al ARN diana o es un
resto de ADN complementario al ARN diana;

en la que N' es un resto seleccionado del grupo que consiste en uridina natural o modificada, desoxirribouridina,
ribotimidina, desoxirribotimidina, adenosina o desoxiadenosina;

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacion de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5'-terminal de N (N)y; y

en la que cada uno de Z y Z esta independientemente presente o ausente, pero si estd presente es
independientemente 1-5 nucleétidos consecutivos, restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacién
de los mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente.

En algunas realizaciones, la secuencia de (N’), es completamente complementaria a la secuenC|a de (N)x
diversas realizaciones, la secuencia de N°-(N’), es complementaria a la secuencia de N’ -(N)x. En algunas
realizaciones, (N)x comprende un fragmento antisentido que es completamente complementario a de
aproximadamente 17 a aproximadamente 39 nucledtidos consecutivos en un ARN diana. En ofras realizaciones, (N)x
comprende un fragmento antisentido que es sustancialmente complementario a de aproximadamente 17 a
aproximadamente 39 nucledtidos consecutivos en un ARN diana.

En algunas realizaciones, N’ y N? forman un par de bases de Watson-Crick. En algunas realizaciones, N’ y N?
forman un par de bases distinto de Watson-Crick. En algunas realizaciones, se forma un par de bases entre un
ribonucledtido y un desoxirribonucleétido.

En algunas realizaciones, x =y=18, x =y=19 o x =y=20. En realizaciones preferidas, x=y=18. Cuando x= 18 en N'™-
(N)x, N' se refiere a la posicion 1y las posiciones 2-19 se incluyen en (N)ss. Cuando y=18 en N*(N’ )ys N? se refiere a
la posicion 19 y las posiciones 1-18 se incluyen en (N')+s.

En algunas realizaciones, N' esta unldo covalentemente a (N)x y presenta apareamiento erréneo con respecto al
ARN diana. En diversas realizaciones, N' esta unido covalentemente a (N)xy es un resto de ADN complementario al
ARN diana.

En algunas realizaciones, una uridina en la posicion 1 de la cadena antisentido esta sustituida con un N’
seleccionado de adenosina, desoxiadenosina, desoxiuridina (dU), ribotimidina o desoxitimidina. En diversas
realizaciones, N' se selecciona de adenosina, desoxiadenosina o desoxiuridina.

En algunas realizaciones, guanosina en la posicion 1 de la cadena antisentido esta sustituida con un N’
seleccionado de adenosina, desoxiadenosina, uridina, desoxiuridina, ribotimidina o desoxitimidina. En diversas
realizaciones, N' se selecciona de adenosina, desoxiadenosina, uridina o desoxiuridina.

En algunas realizaciones, citidina en la posicion 1 de la cadena antisentido esta sustituida con un N’ selecmonado de
adenosina, desoxiadenosina, uridina, desoxiuridina, ribotimidina o desoxitimidina. En diversas realizaciones, N' se
selecciona de adenosina, desoxiadenosina, uridina o desoxiuridina.

En algunas realizaciones, adenosina en la posicion 1 de la cadena antisentido esta sustituida con un N’
seleccionado de desoxiadenosina, desoxiuridina, ribotimidina o desoxitimidina. En diversas realizaciones, N' se
selecciona de desoxiadenosina o desoxiuridina.

En algunas realizaciones, N’ y N? forman un par de bases entre uridina o desoxiuridina, y adenosina o
desoxiadenosina. En otras realizaciones, N’ y N? forman un par de bases entre desoxiuridina y adenosina.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico bicatenario como componente de una formulacion
farmacéutica es un ARNip, ANip o un miARN. Las moléculas de acido nucleico bicatenario tal como se proporciona
en el presente documento también se denominan “duplex”.

En algunas realizaciones, (N) incluye un oligonucledtido antisentido presente en la tabla 5. En algunas
realizaciones, x=y=18 y N’ -(N)x incluye un oligonucledtido antisentido presente en la tabla 4. En algunas
realizaciones, x=y=19 o x=y= 20 En determlnadas realizaciones preferidas, x =y=18. En algunas realizaciones,
x=y=18y las secuencias de N'-(N), y N*-(N’ )y se selecmonan del gar de oligonucleodtidos expuestos en la tabla 4. En
algunas realizaciones, x=y=18 y las secuencias de N’ -(N)x y se seleccionan del par de oligonucleétidos
expuestos en las tablas D y E. En algunas realizaciones, Ias cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los
pares de secuencias expuestos en

« SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127),

« SERPINH1-6 (SEQ ID NO: 63 y 130),
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« SERPINH1_11 (SEQ ID NO: 68 y 135),

« SERPINH1_13 (SEQ ID NO: 69 y 136),

« SERPINH1_45 (SEQ ID NO: 97 y 164),

« SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165),

« SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168),

« SERPINH1_51a (SEQ ID NO: 105y 172),
« SERPINH1_52 (SEQ ID NO: 102 y 169), y
« SERPINH1_86 (SEQ ID NO: 123 y 190).

En algunas realizaciones preferidas, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de secuencias
expuestos en

« SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127),
« SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130),
« SERPINH14_45a (SEQ ID NO: 98 y 165),
« SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101y 168), y
« SERPINH1 _51a (SEQ ID NO: 105 y 172).

En algunas realizaciones preferidas, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de secuencias
expuestos en SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127). En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido son
los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130). En algunas realizaciones, las cadenas
antisentido y sentido son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_11 (SEQ ID NO: 68 y 135). En algunas
realizaciones, las cadenas antisentido y sentido son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_13 (SEQ ID
NO: 69 y 136). En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido son los pares de secuencias expuestos
en SERPINH1_45 (SEQ ID NO: 97 y 164). En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido son los pares
de secuencias expuestos en SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165). En algunas realizaciones, las cadenas
antisentido y sentido son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168). En algunas
realizaciones, las cadenas antisentido y sentido son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_51a (SEQ ID
NO: 105y 172). En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido son los pares de secuencias expuestos
en SERPINH1_52 (SEQ ID NO: 102 y 169). En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido son los
pares de secuencias expuestos en (SEQ ID NO: 123 y 190). En algunas realizaciones preferidas, las cadenas
antisentido y sentido se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127),
SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130), SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165), SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101y
168) y SERPINH1_51a (SEQ ID NO: 105 y 172).

En algunas realizaciones, N y N? forman un par de bases de Watson- Crlck En otras realizaciones, N y N? forman
un par de bases distinto de Watson-Crick. En algunas realizaciones, N' es una riboadenosina modificada o una
ribouridina modificada.

En algunas realizaciones, N y N? forman un par de bases de Watson-Crick. En otras realizaciones, N’ y N? forman
un par de bases distinto de Watson-Crick. En determinadas realizaciones, N' se selecciona del grupo que consiste
en riboadenosina, riboadenosina modificada, desoxirriboadenosina, desoxirriboadenosina modificada. En otras
realizaciones, N' se selecciona del grupo que consiste en ribouridina, desoxirribouridina, ribouridina modificada y
desoxirribouridina modificada.

En determinadas realizaciones, la posicion 1 en la cadena antisentido (extremo 5’-terminal) incluye
desoxirribouridina (dU) o adenosina. En algunas realizaciones, N' se selecciona del grupo que consiste en
riboadenosina, riboadenosina modificada, desoxirriboadenosina, desoxirriboadenosina modlflcadayN se selecciona
del grupo que consiste en rlbourldlna desoxirribouridina, ribouridina modificada y desoxirribouridina modificada. En
determlnadas realizaciones, N' se selecciona del grupo que consiste en riboadenosina y riboadenosina modificada y
N? se selecciona del grupo que consiste en ribouridina y ribouridina modificada.

En determinadas realizaciones, N' se selecciona del grupo que consiste en ribouridina, desoxirribouridina,
ribouridina modificada y desoxirribouridina modificada y N? se selecciona del grupo que consiste en riboadenosina,
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rlboadenosma modificada, desoxirriboadenosina y desoxirriboadenosina modlflcada En determinadas realizaciones,
N' se selecciona del grupo que consiste en ribouridina y desoxirribouridina y N’ se seleccmna del grupo que con3|ste
en riboadenosina y riboadenosina modlflcada En determinadas reallzaC|ones N' es ribouridina y N? es
riboadenosina. En determinadas realizaciones, N' es desoxirribouridina y N? es riboadenosina.

En algunas realizaciones de la estructura (A2), N’ incluye ribouracilo modlflcado con 2’OMe o riboadenosina
modificada con 2’0OMe. En determinadas realizaciones de la estructura (A2), N? incluye un ribonucleétido o
desoxirribonucleétido modificado con 2’OMe.

En algunas realizaciones de la estructura (A2), N’ incluye rlbouracno modificado con 2’OMe o ribocitosina modificada
con 2’0OMe. En determinadas realizaciones de la estructura (A2), N? incluye un ribonucleétido modificado con 2’0OMe.

En algunas realizaciones, cada uno de N y N’ es un nucleétido no modificado. En algunas realizaciones, al menos
uno de N o N’ incluye un nucleétido modificado quimicamente o un resto no convencional. En algunas realizaciones,
el resto no convencional se selecciona de un nucledtido especular, un resto de ribosa abasico y un resto de
desoxirribosa abasico. En algunas realizaciones, el resto no convencional es un nucledtido especular,
preferiblemente un resto de L-ADN. En algunas realizaciones, al menos uno de N o N’ incluye un ribonucleétido
modificado con 2’0OMe.

En algunas realizaciones, la secuencia de (N’)y, es completamente complementaria a la secuencia de (N)x. En otras
realizaciones, la secuencia de (N’), es sustancialmente complementaria a la secuencia de (N)y.

En algunas realizaciones, (N)x incluye una secuencia antisentido que es completamente complementaria a de
aproximadamente 17 a aproximadamente 39 nucleétidos consecutivos en un ARNm diana. En otras realizaciones,
(N)x incluye un fragmento antisentido que es sustancialmente complementario a de aproximadamente 17 a
aproximadamente 39 nucledtidos consecutivos en un ARNm diana.

En algunas realizaciones de la estructura A1y la estructura A2, el compuesto tiene extremos romos, por ejemplo, en
el que tanto Z como Z’ estan ausentes. En una realizacion alternativa, al menos uno de Z o Z’ esta presente. Zy Z’
incluyen independientemente uno o mas nucledtidos modificados y/o no modificados unidos covalentemente,
incluyendo desoxirribonucledtidos y ribonucleétidos, o un resto no convencional, por ejemplo, resto de desoxirribosa
abasico invertido o resto de ribosa abasico; un resto distinto de nucleétido C3, C4 o C5, un resto amino-6, un
nucledtido especular, y similares. En algunas realizaciones, cada uno de Z y Z’ incluye independientemente un resto
C3 o un resto amino-C6. En algunas realizaciones, Z' esta ausente y Z esta presente e incluye un resto distinto de
nucleotido C3. En algunas realizaciones, Z esta ausente y Z' esta presente e incluye un resto distinto de nucleétido
Cs.

En algunas realizaciones de la estructura A1y la estructura A2, cada N consiste en un ribonucleétido no modificado.
En algunas realizaciones de la estructura A1y la estructura A2, cada N’ consiste en un nucleétido no modificado. En
realizaciones preferidas, al menos uno de N y N’ es un ribonucleétido modificado o un resto no convencional.

En otras realizaciones, el compuesto de la estructura A1 o la estructura A2 incluye al menos un ribonucleétido
modificado en el residuo de azucar. En algunas realizaciones, el compuesto incluye una modificacion en la posicion
2’ del residuo de azucar. En algunas realizaciones, la modificacion en la posicién 2’ incluye la presencia de un resto
amino, uno fluoro, uno alcoxilo o uno alquilo. En determinadas realizaciones, la modificacion en 2’ incluye un resto
alcoxilo. En realizaciones preferidas, el resto alcoxilo es un resto metoxilo (2’0OMe). En algunas realizaciones, el
compuesto de acido nucleico incluye ribonucleétidos alternantes modificados con 2°OMe en una o ambas de las
cadenas antisentido y sentido. En otras realizaciones, el compuesto incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe
en la cadena antisentido, (N)x o N’ -(N)x, Unicamente. En determinadas realizaciones, el ribonucleétido central de la
cadena antisentido; por ejemplo, el ribonucledtido en la posicién 10 en una cadena de 19 meros, no esta modificado.
En diversas realizaciones, el compuesto de acido nucleico incluye al menos 5 ribonucledtidos no modificados y
modificados con 2’0OMe alternantes. En realizaciones adicionales, el compuesto de la estructura A1 o la estructura
A2 incluye rlbonucleotldos modificados en posiciones alternantes en las que cada ribonucleétido en los extremos 5’ y
3’-terminales de (N)x o N’ (N; estan modificados en sus residuos de azucar, y cada ribonucleétido en los extremos
5’y 3-terminales de (N’), y o estan modificados en sus residuos de azucar.

En algunas realizaciones, la molécula bicatenaria como componente de una formulacién farmacéutica incluye una o
mas de las siguientes modificaciones

* N en al menos una de las posiciones 5, 6, 7, 8 0 9 de la cadena antisentido se selecciona de un 2’-5’-nucleétido o
un nucleétido especular;

* N’ en al menos una de las posiciones 9 o 10 de la cadena sentido se selecciona de un 2’-5-nucleétido y una
pseudo-uridina; y

* N’ en 4, 5 o 6 posiciones consecutivas en las posiciones del extremo 3’-terminal de (N’), comprende un 2’-5*-
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nucleotido.
En algunas realizaciones, la molécula bicatenaria incluye una combinacién de las siguientes modificaciones

¢ la cadena antisentido incluye un 2’-5’-nucleétido o un nucledtido especular en al menos una de las posiciones 5, 6,
7,809y

* la cadena sentido incluye al menos uno de un 2-5’-nucleétido y una pseudo-uridina en las posiciones 9 o 10.
En algunas realizaciones, la molécula bicatenaria incluye una combinacion de las siguientes modificaciones

¢ la cadena antisentido incluye un 2’-5’-nucleétido o un nucleétido especular en al menos una de las posiciones 5, 6,
7,809y

* la cadena sentido incluye 4, 5 0 6 2’-5’-nucledtidos consecutivos en las posiciones penultima en 3’ o 3’-terminal.

En algunas realizaciones, la cadena sentido ((N)x o N1-(N)X) incluye 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9 ribonucledtidos
modificados con 2’OMe. En algunas realizaciones, la cadena antisentido incluye ribonucleétidos modificados con
2’OMe en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19. En otras realizaciones, la cadena antisentido incluye
ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19. En otras realizaciones, la
cadena antisentido incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19.
En algunas realizaciones, la cadena antisentido incluye una o mas pirimidinas modificadas con 220OMe. En algunas
realizaciones, todos los nucleétidos de pirimidina en la cadena antisentido estan modificados con 2’OMe. En algunas
realizaciones, la cadena sentido incluye pirimidinas modificadas con 2’OMe.

En algunas realizaciones de la estructura A1 y la estructura A2, ni la cadena sentido ni la cadena antisentido esta
fosforilada en los extremos 3’ y 5’-terminales. En otras realizaciones, una o ambas de la cadena sentido o la cadena
antisentido estan fosforiladas en los extremos 3.

En algunas realizaciones de la estructura A1 y la estructura A2, (N), incluye al menos un resto no convencional
seleccionado de un nucledtido especular, un 2-5'-nucledtido y un ANT. En algunas realizaciones, el resto no
convencional es un nucleétido especular. En diversas realizaciones, el nucleétido especular se selecciona de un L-
ribonucledtido (L-ARN) y un L-desoxirribonucledtido (L-ADN). En realizaciones preferidas, el nucleétido especular es
L-ADN. En determinadas realizaciones, la cadena sentido comprende un resto no convencional en la posiciéon 9 0 10
(desde el extremo 5-terminal). En realizaciones preferidas, la cadena sentido incluye un resto no convencional en la
posicion 9 (desde el extremo 5-terminal). En algunas realizaciones, la cadena sentido tiene 19 nucleétidos de
longitud y comprende 4, 5 o 6 restos no convencionales consecutivos en las posiciones 15 (desde el extremo 5'-
terminal). En algunas realizaciones, la cadena sentido incluye 4 2’-5-ribonucleétidos consecutivos en las posiciones
15, 16, 17 y 18. En algunas realizaciones, la cadena sentido incluye 5 2’-5-ribonucleétidos consecutivos en las
posiciones 15, 16, 17, 18 y 19. En diversas realizaciones, la cadena sentido comprende ademas Z'. En algunas
realizaciones, Z’ incluye un resto C30H o un resto C3Pi.

En algunas realizaciones de la estructura A1 (N')y incluye al menos un resto de L-ADN. En algunas realizaciones,
x=y=19 y (N’),, consiste en ribonucledtidos no modificados en las posiciones 1-17 y 19 y un L-ADN en la penultima
posicion en 3’ (posicién 18). En otras realizaciones, x=y=19 y (N’), consiste en ribonucleétidos no modificados en las
posiciones 1-16 y 19 y dos L-ADN consecutivos en la penultima posicion en 3’ (posiciones 17 y 18). En diversas
realizaciones, el resto no convencional es un nucleétido unido a un nucleétido adyacente mediante una unién fosfato
internucleotidica 2’-5’. Segun diversas realizaciones, (N’), incluye 2, 3, 4, 5 o 6 ribonucledtidos consecutivos en el
extremo 3’-terminal unidos mediante enlaces internucleotidicos 2’-5’. En una realizacion, cuatro nucleétidos
consecutivos en el extremo 3'-terminal de (N’)y estan unidos mediante tres enlaces fosfodiéster 2’-5’, en los que uno
o mas de los 2’-5’ nucledtidos que forman los enlaces fosfodiéster 2’-5’ incluye ademas una modificacion de azucar
con 3’-O-metilo (3’'OMe). Preferiblemente, el nucledtido 3’-terminal de (N’), incluye una modificaciéon con 2’0OMe. En
determinadas realizaciones, x=y=19 y (N’)y incluye dos o mas nucleétidos consecutivos en las posiciones 15, 16, 17,
18 y 19 incluyen un nucleétido unido a un nucleétido adyacente mediante un enlace internucleotidico 2’-5’ (2’-5’
nucleodtido). En diversas realizaciones, el nucleétido que forma el enlace internucleotidico 2’-5’ incluye un nucleétido
de 3’-desoxirribosa o un nucledtido de 3’-metoxilo (3’ H o 3OMe en lugar de 3° OH). En algunas realizaciones,
x=y=19 y (N’)y incluye 2’-5 nucledtidos en las posiciones 15, 16 y 17 de tal manera que nucleétidos adyacentes
estan unidos mediante un enlace internucleotidico 2'-5’ entre las posiciones 15-16, 16-17 y 17-18; o en las
posiciones 15, 16, 17, 18 y 19 de tal manera que nucledtidos adyacentes estan unidos mediante un enlace
internucleotidico 2’-5’ entre las posiciones 15-16, 16-17, 17-18 y 18-19 y un 3'OH esta disponible en el nucledtido 3'-
terminal o en las posiciones 16, 17 y 18 de tal manera que nucleétidos adyacentes estan unidos mediante un enlace
internucleotidico 2’-5’ entre las posiciones 16-17, 17-18 y 18-19. En algunas realizaciones, x=y=19 y (N’)y incluye 2’-
5’-nucledtidos en las posiciones 16 y 17 o en las posiciones 17 y 18 o en las posiciones 15y 17 de tal manera que
nucledtidos adyacentes estan unidos mediante un enlace internucleotidico 2’-5’ entre las posiciones 16-17 y 17-18 o
entre las posiciones 17-18 y 18-19 o entre las posiciones 15-16 y 17-18, respectivamente. En otras realizaciones, los
ribonucledtidos de pirimidina (rU, rC) en (N’), estan sustituidos con nucleétidos unidos al nucledtido adyacente
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mediante un enlace internucleotidico 2’-5’. En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se
seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1 4, SERPINH1 12, SERPINH1 18,
SERPINH1_30, SERPINH1_58 o SERPINH1_88, y x=y=19y (N’)y comprende cinco nucleétidos consecutivos en el
extremo 3’-terminal unidos mediante cuatro uniones 2’-5’, especificamente las uniones entre los nucledtidos en la
posiciéon 15-16, 16-17, 17-18 y 18-19.

En algunas realizaciones, las uniones incluyen enlaces fosfodiéster. En algunas realizaciones, las cadenas
antisentido y sentido se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_4, SERPINH1_12,
SERPINH1_18, SERPINH1_30, SERPINH1_58 o SERPINH1_88 y x=y=19 y (N’), comprende cinco nucleétidos
consecutivos en el extremo 3’-terminal unidos mediante cuatro uniones 2’-5’ y opcionalmente incluye ademas Z' y z’
seleccionados independientemente de un resto abasico invertido y un grupo de ocupaciéon de centros reactivos
alquilo C3 [C3; mono(dihidrogenofosfato) de 1,3-propanodiol]. El grupo de ocupacion de centros reactivos alquilo C3
esta unido covalentemente al nucledtido 3’ o 5’ terminal. En algunas realizaciones, el grupo de ocupacion de centros
reactivos C3 3'-terminal comprende ademas un 3’-fosfato. En algunas realizaciones, el grupo de ocupacion de
centros reactivos C3 3’-terminal comprende ademas un grupo hidroxilo 3'-terminal.

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido como componentes de una formulacion farmacéutica se
seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1 4, SERPINH1 12, SERPINH1 18,
SERPINH1_30, SERPINH1_58 o SERPINH1_88 y x=y=19 y (N’), incluye un L-ADN en la posicién 18; y (N’),
opcionalmente incluye ademas Z' y z' seleccionados independientemente de un resto abasico invertido y un grupo
de ocupacion de centros reactivos alquilo C3 [C3; mono(dihidrogenofosfato) de 1,3-propanodiol].

En algunas realizaciones, (N’)y incluye un fosfato 3-terminal. En algunas realizaciones, (N’)y incluye un hidroxilo 3'-
terminal.

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido como componentes de una formulacion farmacéutica se
seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1 4, SERPINH1 12, SERPINH1 18,
SERPINH1_30, SERPINH1_58 o SERPINH1_88 y x=y=19 y (N)y incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en
las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 o en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17, 19. En algunas
realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en
SERPINH1_4, SERPINH1_12, SERPINH1_18, SERPINH1_30, SERPINH1_58 y SERPINH1_88 y x=y=19 y (N)x
incluye pirimidinas modificadas con 2’OMe. En algunas realizaciones, todas las pirimidinas en (N)x incluyen la
modificacién con 2’0OMe.

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en
SERPINH1_2, SERPINH1_6; SERPINH1_11, SERPINH1 13, SERPINH1_45, SERPINH1_45a, SERPINH1_51,
SERPIN51a, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x=y=18y NZ es un resto de riboadenosina.

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en
SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1 11, SERPINH1_13, SERPINH1_ 45, SERPINH1 45a, SERPINH1 51,
SERPIN51a, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x=y=18, y NZ-(N’)y incluye cinco nucleétidos consecutivos en el
extremo 3’-terminal unidos mediante cuatro uniones 2’-5’, especificamente las uniones entre los nucledtidos en la
posicion 15-16, 16-17, 17-18 y 18-19. En algunas realizaciones, las uniones incluyen enlaces fosfodiéster.

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en
SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13, SERPINH1_45, SERPINH1_45a, SERPINH1_51,
SERPINH1_51a, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x=y=18 y NZ-(N’)y incluye cinco nucleotidos consecutivos en el
extremo 3’-terminal unidos mediante cuatro uniones 2’-5’ y opcionalmente incluye ademas Z’ y z' seleccionados
independientemente de un resto abasico invertido y un grupo de ocupacion de centros reactivos alquilo C3 [C3;
mono(dihidrogenofosfato) de 1,3-propanodiol].

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en
SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13, SERPINH1_45, SERPINH1_45a, SERPINH1_51,
SERPINH1_51a, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x=y=18 y NZ-(N’)y incluye un L-ADN en la posicién 18; y (N’)y
opcionalmente incluye ademas Z' y z' seleccionados independientemente de un resto abasico invertido y un grupo
de ocupacion de centros reactivos alquilo C3 [C3; mono(dihidrogenofosfato) de 1,3-propanodiol].

En algunas realizaciones, NZ-(N’)y comprende un fosfato 3’-terminal. En algunas realizaciones, NZ-(N’)y comprende
un hidroxilo 3’-terminal.

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido como componentes de una formulacion farmacéutica se
seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13,
SERPINH1_45, SERPINH1_45a, SERPINH1_51, SERPINH1 _51a, SERPINH1_52 0 SERPINH1_86 y x=y=18 y N'-
(N)x incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 0 en las
posiciones 1, 3, 5,9, 11, 13, 15, 17, 19, o en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17, o en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11,
13, 15, 17, 19. En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de
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secuencias expuestos en SERPINH1 2, SERPINH1 6, SERPINH1 11, SERPINH1_13, SERPINH1 45,
SERPINH1_45a, SERPINH1 51, SERPINH1 52 o SERPINH1 86 y x=y=18 y N'-(N)« incluye ribonucledtidos
modificados con 2’0OMe en las posiciones 11, 13, 15, 17 y 19. En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y
sentido se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1 2, SERPINH1_6, SERPINH1 11,
SERPINH1_13, SERPINH1_45, SERPINH1_45a, SERPINH1_51, SERPINH1_51a, SERPINH1_52 0 SERPINH1_86
y x=y=18y N1-(N)X incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5,7, 9, 11, 13,15, 17,19 0
en las posiciones 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19. En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se
seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13,
SERPINH1_45, SERPINH1_45a, SERPINH1_51, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x=y=18 y N1-(N)X incluye
ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17, 19.

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido como componentes de una formulacion farmacéutica se
seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13,
SERPINH1_45, SERPINH1_45a, SERPINH1_51, SERPINH1_51a, SERPINH1_52 0 SERPINH1_86 y x=y=18 y N'-
(N)x incluye pirimidinas modificadas con 2’0OMe. En algunas realizaciones, todas las pirimidinas en (N)x incluyen la
modificacion con 2’0OMe. En algunas realizaciones, la cadena antisentido incluye ademas un L-ADN o un 2-5
nucledtido en la posiciéon 5, 6 o 7. En otras realizaciones, la cadena antisentido incluye ademas un ribonucleétido
que genera una union internucleotidica 2-5’ entre los ribonucleétidos en las posiciones 5-6 o 6-7.

En realizaciones adicionales, N'-(N)y incluye ademas Z en la que Z incluye una proyeccion distinta de nucleétido. En
algunas realizaciones, la proyeccion distinta de nucleétido es C3-C3 [mono(dihidrogenofosfato) de 1,3-propanodiol]2.

En algunas realizaciones de la estructura A2, (N)y, incluye al menos un resto de L-ADN. En algunas realizaciones,
x=y=18 y (N’), consiste en ribonucleétidos no modificados en las posiciones 1-16 y 18 y un L-ADN en la penultima
posicion en 3’ (posicion 17). En otras realizaciones, x=y= 18 y (N’), consiste en ribonucleétidos no modificados en la
posicion 1-15 y 18 y dos L-ADN consecutivos en la penultima posicion en 3’ (posiciones 16 y 17). En diversas
realizaciones, el resto no convencional es un nucleétido unido a un nucleétido adyacente mediante una unién fosfato
internucleotidica 2’-5’. Segun diversas realizaciones, (N’), incluye 2, 3, 4, 5 o 6 ribonucledtidos consecutivos en el
extremo 3’-terminal unidos mediante uniones internucleotidicas 2’-5’. En una realizacion, cuatro nucleétidos
consecutivos en el extremo 3'-terminal de (N’)y estan unidos mediante tres enlaces fosfodiéster 2’-5’, en los que uno
o mas de los 2’-5’ nucledtidos que forman los enlaces fosfodiéster 2’-5’ incluye ademas una modificacion de azucar
con 3’-O-metilo (3’OMe). Preferiblemente, el nucledtido 3’-terminal de (N’), incluye una modificaciéon con 2’0OMe. En
determinadas realizaciones, x=y=18 y en (N’)y, dos o0 mas nucledtidos consecutivos en las posiciones 14, 15, 16, 17 y
18 incluyen un nucledtido unido a un nucleétido adyacente mediante un enlace internucleotidico 2’-5’. En diversas
realizaciones, el nucledtido que forma el enlace internucleotidico 2’-5’ incluye un nucleétido de 3’-desoxirribosa o un
nucledtido de 3’-metoxilo. En algunas realizaciones, x=y=18 y (N’), incluye nucledtidos unidos al nucleétido
adyacente mediante un enlace internucleotidico 2’-5' entre las posiciones 15-16, 16-17 y 17-18 o entre las
posiciones 16-17 y 17-18. En algunas realizaciones, x=y=18 y (N’), incluye nucleétidos unidos al nucleétido
adyacente mediante un enlace internucleotidico 2’-5’ entre las posiciones 14-15, 15-16,16-17 y 17-18 o entre las
posiciones 15-16, 16-17 y 17-18 o entre las posiciones 16-17 y 17-18 o entre las posiciones 17-18 o entre las
posiciones 15-16 y 17-18. En otras realizaciones, los ribonucleétidos de pirimidina (rU, rC) en (N’), estan sustituidos
con nucledtidos unidos al nucleétido adyacente mediante un enlace internucleotidico 2’-5'.

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de oligonucleotidos
expuestos en la tabla 5 e identificados en el presente documento como SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127),
SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130), SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165), SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101y
168), y SERPINH1_51a (SEQ ID NO: 105y 172).

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico bicatenario como componente de una formulacion
farmacéutica incluye la cadena antisentido expuesta en SEQ ID NO: 127 y la cadena sentido expuesta en SEQ ID
NO: 60; identificada en el presente documento como SERPINH1_2. En algunas realizaciones, la molécula de acido
nucleico bicatenario tiene la estructura

5°' UAUAGCACCCAUGUGUCUC -2 3 (antisentido SEQ ID NO:127)

s

3' Z'-AUAUCGUGGGUACACAGAG - z" 5! (sentidOSEQ ID NO:60)
en la que cada “|” representa formacion de pares de bases entre los ribonucleétidos;

en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleétido no modificado o modificado, o un resto
no convencional;

en la que cada uno de Z y Z esta independientemente presente o ausente, pero si esta presente es

independientemente 1-5 nucledtidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacion de los
mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente; y

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 689 696 T3

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5’-terminal de NZ-(N’)y.

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena antisentido
(SEQ ID NO: 127) incluye una o mas pirimidinas y/o purinas modificadas con 220OMe, un 2’-5’-ribonucleétido en la
posicion 5, 6, 7 u 8, y una proyeccion de nucledtido o distinta de nucleétido 3'-terminal. En algunas realizaciones, la
cadena sentido (SEQ ID NO: 60) incluye 4 o 5 2-5-nucledtidos consecutivos en las posiciones 3’-terminal o
penultima en 3’, un nucledtido o resto distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal y un resto
de ocupacién de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5’-terminal. En otras realizaciones, la cadena
sentido (SEQ ID NO: 60) incluye una o mas 2’0OMe-pirimidina, un nucleétido o resto distinto de nucledtido unido
covalentemente al extremo 3'’-terminal y un resto de ocupaciéon de centros reactivos unido covalentemente al
extremo 5’-terminal.

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena antisentido
(SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5,9, 11,15, 17 y 19; un 2'-
5’-ribonucleétido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la cadena
sentido (SEQ ID NO: 60) se selecciona de una cadena sentido que incluye

e 2’-5’-ribonucleodtidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; una proyeccion distinta de nucleétido de C30H 3'-
terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal; o

e 2-5-ribonucledtidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un fosfato 3-terminal; y un resto de
desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal; o

« ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 5, 7, 13 y 16; un 2’-5’-ribonucledétido en la posicion 18; un
resto C3-OH unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido
unido covalentemente al extremo 5-terminal; o

« ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 7, 13, 16 y 18; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 9; un
resto C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5’-terminal; o

e 2’-5-ribonucledtidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un resto C3-Pi unido covalentemente al extremo 3'-
terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 15, 17,
19; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la
cadena sentido (SEQ ID NO: 60) incluye 2’-5'-ribonucleétidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; una proyeccién
de C3 3'-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 15, 17,
19; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicién 7; y una proyeccion de C3Pi-C30H 3'-terminal; y la cadena sentido (SEQ ID
NO: 60) incluye 2’-5-ribonucleétidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un fosfato 3'-terminal; y un resto de
desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 15, 17,
19; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 7 y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la
cadena sentido (SEQ ID NO: 60) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 5, 7, 13 y 16; un
2’-5’-ribonucledtido en la posicion 18; un resto C3-OH unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 15, 17,
19; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 7 y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la
cadena sentido (SEQ ID NO: 60) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 7, 13, 16 y 18; un
2’-5’-ribonucledtido en la posicion 9; un resto C3-OH unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 15, 17,
19; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la
cadena sentido (SEQ ID NO: 60) incluye 2’-5'-ribonucleétidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un resto C3-Pi
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unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5’-terminal.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la
que la cadena antisentido (SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 1, 3,
5, 9, 11, 13, 15, 17, 19; y una proyeccion de C3-C3 3’-terminal; y la cadena sentido (SEQ ID NO: 60) incluye
ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 7, 9, 13, 16 y 18; y un resto de desoxirribonucleétido
abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la
que la cadena sentido (SEQ ID NO: 60) incluye 2’-5-ribonucleétidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un fosfato
3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la
cadena antisentido (SEQ ID NO: 127) incluye una cadena antisentido seleccionada de uno de

« ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19; y un resto C3Pi-C30H
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; o

« ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 6, 8, 10, 12, 14, 17, 18; y un resto C3Pi-C30H unido
covalentemente al extremo 3’-terminal.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario
como componente de una formulacién farmacéutica que incluye la cadena antisentido expuesta en SEQ ID NO: 130
y la cadena sentido expuesta en SEQ ID NO: 63; identificada en el presente documento como SERPINH1_6. En
algunas realizaciones el duplex comprende la estructura

5! UACUCGUCUCGCAUCUUGU -z 3! (antisentido SEQ ID NO:130)

PELTEEEELETT T

3' Z'-AUGAGCAGAGCGUAGAACA -z" 5'  (entidoSEQ ID NO:63)

en la que cada “|” representa formacién de pares de bases entre los ribonucleétidos;

en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleétido no modificado o modificado, o un resto
no convencional;

en la que cada uno de Z y Z esta independientemente presente o ausente, pero si estd presente es
independientemente 1-5 nucledtidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacion de los
mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente; y

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5’-terminal de NZ-(N’)y.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la
que la cadena sentido (SEQ ID NO: 63) incluye una o mas pirimidinas modificadas con 2’0OMe; una proyeccion de
nucledtido o distinta de nucleétido 3'-terminal; y resto de ocupacion de centros reactivos unido covalentemente al
extremo 5-terminal. En algunas realizaciones, la cadena antisentido (SEQ ID NO: 130) incluye una o mas
pirimidinas modificadas con 2’0OMe; un nucleétido o resto distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo 3'-
terminal; y un resto de ocupacién de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la
que la cadena sentido (SEQ ID NO: 63) incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 2, 14 y 18;
un resto C30H o C3Pi unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucledtido abasico
invertido unido covalentemente al extremo 5-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 130) se selecciona de
una cadena antisentido que incluye

« ribonucledétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un 2’-5'-ribonucleétido en la
posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; o

* ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13 y 17; un 2’-5-ribonucledtido en la
posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; o

¢ ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un 2’-5-ribonucledtido en la
posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; o

¢ ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15y 17; un dU en la posicién 1; un 2'-5'-
ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal.
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En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la
que la cadena sentido (SEQ ID NO: 63) incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 2, 14 y 18;
un resto C3-OH unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido
unido covalentemente al extremo 5’-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 130) incluye ribonucleétidos
modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un 2’-5-ribonucledtido en la posicion 7; y un
resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de oligonucleétido en duplex en la
que la cadena sentido (SEQ ID NO: 63) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 14y 18 y
opcionalmente en la posicién 2; un resto C3-OH unido covalentemente al extremo 3'-terminal; y un resto de
desoxirribonucledtido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido (SEQ
ID NO: 130) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13y 17; un 2-5-
ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de oligonucleétido en duplex en la
que la cadena sentido (SEQ ID NO: 63) incluye ribonucledtidos modificados con 2’OMe en las posiciones 14 y 18; un
resto C3-OH unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido
unido covalentemente al extremo 5-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 130) se selecciona de una
cadena antisentido que incluye

« ribonucledétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un 2’-5'-ribonucleétido en la
posicion 7; y un resto C3Pi-C3Pi o C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; o

* ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13 y 17; un 2’-5-ribonucledtido en la
posicion 7; y un resto C3Pi-C3Pi o C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 63) incluye ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 14 y 18; un resto C3-OH unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 130) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las
posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un 2-5'-ribonucledtido en la posiciéon 7; y un resto C3Pi-C30H unido
covalentemente al extremo 3’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 63) incluye ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 14 y 18; un resto C3-OH unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 130) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las
posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13 y 17; un 2’-5-ribonucleétido en la posiciéon 7; y una proyeccion de C3Pi-C30H 3'-
terminal.

En algunas realizaciones, el duplex como componente de una formulacion farmacéutica incluye la cadena
antisentido expuesta en SEQ ID NO: 165 y la cadena sentido expuesta en SEQ ID NO: 98; identificado en el
presente documento como SERPINH1_45a. En algunas realizaciones, el diplex comprende la estructura

5' AGGAAGUUGAUCUUGGAGU -Z 3! (antisentido SEQ ID NO_: 165)

3' Z'-UCCUUCAACUAGAACCUCA =-z" 5! (sentidoSEQ ID NO:98)

en la que cada

“|” representa formacion de pares de bases entre los ribonucleétidos;

en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleétido no modificado o modificado, o un resto
no convencional;

en la que cada uno de Z y Z esta independientemente presente o ausente, pero si estd presente es
independientemente 1-5 nucledtidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacion de los
mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente; y

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5’-terminal de NZ-(N’)y.

En algunas realizaciones, la cadena sentido (SEQ ID NO: 98) incluye 2’-5'-ribonucleétidos en las posiciones 15, 16,
17 y 18 0 15, 16, 17, 18 y 19; un nucledtido o resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3'-
terminal; y un resto de ocupacién de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5-terminal. En algunas
realizaciones, la cadena antisentido (SEQ ID NO: 165) incluye pirimidina y/o purinas modificadas con 2’0OMe; un 2’-5’

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 689 696 T3

nucleotido en la posicion 5, 6, 7 u 8; y un nucledtido o resto distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo
3’-terminal.

En algunas realizaciones, la cadena sentido (SEQ ID NO: 98) incluye 2’-5-ribonucleétidos en las posiciones 15, 16,
17, 18 y 19; un resto distinto de nucledtido C3Pi o C3-OH 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucledtido abasico
invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 165) incluye una cadena
antisentido seleccionada de uno de

« ribonucledétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5’-ribonucledtido en la
posicion 7; y una proyeccion de C3Pi-C3Pi o C3Pi-C30H 3'-terminal; o

¢ ribonucledtidos modificados con 2'OMe en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19; y una proyeccion de C3Pi-
C3Pi o C3Pi-C30H 3’-terminal;

« ribonucleétidos modificados con 2’°0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5’-ribonucledtido en la
posicion 7; y una proyeccion de C3Pi-C3Pi o C3Pi-C30H 3'-terminal; o

« ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; y una proyeccion de
C3Pi-C3Pi o C3Pi-C30H 3’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 98) incluye 2’-5-ribonucleétidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un resto C3-OH 3’-terminal; y un
resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido
(SEQ ID NO: 165) incluye ribonucleotidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19; un
2’-5’-ribonucledtido en la posicion 7; y una proyeccion de C3Pi-COH 3’-terminal.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico bicatenario como componente de una formulacion
farmacéutica incluye la cadena antisentido expuesta en SEQ ID NO: 168 y la cadena sentido expuesta en SEQ ID
NO: 101; identificada en el presente documento como SERPINH1_51. En algunas realizaciones, el duplex
comprende la estructura

5! UCACCCAUGUGUCUCAGGA -Z 3 (antisentido SEQ ID NO:168)

CEVETERTEE LT

31 2! -AGUGGGUACACAGAGUCCU -z" 5'  (sentidoSEQID NO:101)

en la que cada “|” representa formacion de pares de bases entre los ribonucleétidos;

en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleétido no modificado o modificado, o un resto
no convencional;

en la que cada uno de Z y Z esta independientemente presente o ausente, pero si estd presente es
independientemente 1-5 nucledtidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacion de los
mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente; y

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5’-terminal de NZ-(N’)y.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la
que la cadena sentido (SEQ ID NO: 101) incluye pirimidinas modificadas con 2'OMe, opcionalmente un 2’-5-
ribonucleétido en la posicién 9 o 10; un nucledtido o resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3’-
terminal; y opcionalmente un resto de ocupacion de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5’-terminal.
En algunas realizaciones, la cadena antisentido (SEQ ID NO: 168) incluye pirimidinas y/o purinas modificadas con
2’OMe; un 2-5' nucledtido en la posicién 5, 6, 7 u 8; y un nucledtido o resto distinto de nucledtido unido
covalentemente al extremo 3’-terminal.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la
que la cadena sentido (SEQ ID NO: 101) incluye pirimidinas modificadas con 2’OMe en las posiciones 4, 11, 13y 17;
opcionalmente un 2’-5-ribonucleétido en la posicion 9 o 10; un resto distinto de nucleétido C3Pi o C30OH unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 168) se selecciona de una cadena antisentido que incluye

a) ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 8 y 15; un 2’-5’-ribonucleétido en la posicion 6 o 7; y
una proyeccion de C3Pi-C30H unida covalentemente al extremo 3’-terminal; o
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b) ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 4, 8, 13 y 15; un 2’-5’-ribonucledtido en la posicién 6 o
7; y una proyeccion de C3Pi-C30H unida covalentemente al extremo 3'-terminal; o

c) ribonuclestidos modificados con 2’OMe en las posiciones 1, 4, 8, 11 y 15; un 2’-5’-ribonucleétido en la posicion 6;
y una proyeccion de C3Pi-C30H unida covalentemente al extremo 3’-terminal; o

d) ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 8, 12, 13 y 15; un 2’-5-ribonucleétido en la posicion
6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 101) incluye ribonucleétidos modificados con 2'OMe en las posiciones 4, 11, 13 y 17; opcionalmente un
2’-5'-ribonucleétido en la posiciéon 9; un resto distinto de nucleétido C3-OH unido covalentemente al extremo 3’-
terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la
cadena antisentido (SEQ ID NO: 168) incluye ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 8 y 15; un
2’-5’-ribonucledtido en la posicion 6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 101) incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 4, 11, 13 y 17; opcionalmente un
2’-5'-ribonucleétido en la posiciéon 9; un resto distinto de nucleétido C3-OH unido covalentemente al extremo 3’-
terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la
cadena antisentido (SEQ ID NO: 168) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 4, 8, 13y
15; un 2’-5'-ribonucleétido en la posicién 6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 101) incluye ribonuclettidos modificados con 2’OMe en las posiciones 4, 11, 13 y 17; un 2-5-
ribonucledtido en la posicion 9; un resto distinto de nucledtido C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y
un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 168) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 4, 8, 11y 15; un
2’-5’-ribonucledtido en la posicion 6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 101) incluye ribonucledtidos modificados con 220OMe en las posiciones 4, 11, 13; y 17; un 2’-5-
ribonucleétido en la posicion 9; un resto distinto de nucleétido C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y
un resto de desoxirribonucledtido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 168) incluye ribonucleétidos modificados con 2'OMe en las posiciones 1, 3, 8, 12, 13y 15;
un 2’-5’-ribonucledtido en la posicion 6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico bicatenario es un componente de una formulacion
farmacéutica que incluye la cadena antisentido expuesta en SEQ ID NO: 168 y la cadena sentido expuesta en SEQ
ID NO: 101; identificada en el presente documento como SERPINH1_51a. En algunas realizaciones, el duplex
comprende la estructura

5! ACACCCAUGUGUCUCAGGA -2 3! (antisentido SEQ ID NO:172)

JLARRRARRARNRARNNY

3' Z'-UGUGGGUACACAGAGUCCU =-z" 5' sentidoSEQ ID NO:105)

en la que cada “|” representa formacién de pares de bases entre los ribonucleétidos;

en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleétido no modificado o modificado, o un resto
no convencional;

en la que cada uno de Z y Z esta independientemente presente o ausente, pero si estd presente es
independientemente 1-5 nucledtidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacion de los
mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente; y

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5’-terminal de NZ-(N’)y.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la
que la cadena sentido (SEQ ID NO: 105) incluye pirimidinas modificadas con 2'OMe; opcionalmente un 2’-5-
ribonucleétido en la posicién 9 o 10; un nucledtido o resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3'-
terminal; y opcionalmente un resto de ocupacion de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5’-terminal.
En algunas realizaciones, la cadena antisentido (SEQ ID NO: 172) incluye pirimidina y/o purinas modificadas con
2’OMe; un 2-5' nucledtido en la posicién 5, 6, 7 u 8; y un nucledtido o resto distinto de nucledtido unido
covalentemente al extremo 3’-terminal.
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En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la
que la cadena sentido (SEQ ID NO: 105) incluye pirimidinas modificadas con 2’OMe en las posiciones 4, 11, 13y 17;
opcionalmente un 2’-5-ribonucleétido en la posicion 9 o 10; un resto distinto de nucleétido C3Pi o C30OH unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 172) se selecciona de una cadena antisentido que incluye

a) ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 8 y 15; un 2’-5-ribonucleétido en la posicion 6 o 7; y un
resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; o

b) ribonucledtidos modificados con 220OMe en las posiciones 4, 8, 13 y 15; un 2’-5’-ribonucleétido en la posicién 6 o 7;
y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; o

c) ribonucledétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 4, 8, 11 y 15; un 2’-5-ribonucleétido en la posicion 6; y
un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; o

d) ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 8, 12, 13 y 15; un 2’-5’-ribonucledétido en la posicion 6;
y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 105) incluye ribonucleétidos modificados con 2'OMe en las posiciones 4, 11, 13 y 17; opcionalmente un
2’-5'-ribonucledtido en la posicion 9; un resto distinto de nucleétido C3-OH unido covalentemente al extremo 3’-
terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la
cadena antisentido (SEQ ID NO: 172) incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 8 y 15; un 2-
5’-ribonucleostido en la posicion 6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 105) incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 4, 11, 13 y 17; opcionalmente un
2’-5'-ribonucledtido en la posiciéon 9; un resto distinto de nucleétido C3-OH unido covalentemente al extremo 3’-
terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la
cadena antisentido (SEQ ID NO: 172) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 4, 8, 13 y 15;
un 2’-5’-ribonucledtido en la posicion 6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 105) incluye ribonuclettidos modificados con 2’OMe en las posiciones 4, 11, 13 y 17; un 2-5-
ribonucledtido en la posicién 9; un resto distinto de nucleétido C3-OH unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y
un resto de desoxirribonucledtido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 172) incluye ribonucle6tidos modificados con 2’OMe en las posiciones 4, 8, 11y 15; un 2-
5’-ribonucleostido en la posicion 6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 105) incluye ribonuclettidos modificados con 2’OMe en las posiciones 4, 11, 13 y 17; un 2-5-
ribonucleétido en la posicion 9; un resto distinto de nucleétido C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y
un resto de desoxirribonucledtido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 172) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 8, 12, 13 y 15; un
2’-5’-ribonucledtido en la posicion 6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En algunas realizaciones, las cadenas antisentido y sentido se seleccionan de los pares de oligonucleotidos
expuestos en la tabla 5 e identificadas en el presente documento como SERPINH1_4 (SEQ ID NO: 195 y 220) y
SERPINH1_12 (SEQ ID NO: 196 y 221).

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico bicatenario es un componente de una formulacion
farmacéutica que incluye la cadena antisentido expuesta en SEQ ID NO: 220 y la cadena sentido expuesta en SEQ
ID NO: 195; identificada en el presente documento como SERPINH1_4. En algunas realizaciones, la molécula de
acido nucleico bicatenario tiene la estructura

5' AAUAGCACCCAUGUGUCUC -Z 3! (antisentido SEQ ID NO:220)

3' Z'-UUAUCGUGGGUACACAGAG - z" 5' (sentidoSEQ ID NO:195)

en la que cada

uln

representa formacion de pares de bases entre los ribonucleétidos;

en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleétido no modificado o modificado, o un resto
no convencional;
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en la que cada uno de Z y Z esta independientemente presente o ausente, pero si estd presente es
independientemente 1-5 nucledtidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacion de los
mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente; y

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5’-terminal de NZ-(N’)y.

En algunas realizaciones se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena antisentido
(SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 15,17 y 19, un 2’-5-
ribonucledtido en la posicion 7, y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal; y la cadena
sentido (SEQ ID NO: 195) se selecciona de una cadena sentido que incluye

a) 2’-5’-ribonucledtidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19, un resto C30H unido covalentemente al extremo 3'-
terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal; o

b) 2-5-ribonucledtidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19, un fosfato 3-terminal; y un resto de
desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal; o

c) ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 5, 7, 13 y 16; un 2’-5’-ribonucleétido en la posicion 18;
un resto C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido
unido covalentemente al extremo 5-terminal; o

d) ribonucledtidos modificados con 2'OMe en las posiciones 7, 13, 16 y 18; un 2’-5-ribonucleétido en la posicién 9;
un resto C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido
unido covalentemente al extremo 5-terminal; o

e) 2’-5’-ribonucleodtidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un resto C3Pi unido covalentemente al extremo 3'-
terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 15, 17,
19; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la
cadena sentido (SEQ ID NO: 195) incluye 2’-5'-ribonucleétidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un resto C3
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 15, 17,
19; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la
cadena sentido (SEQ ID NO: 195) incluye 2’-5'-ribonucleétidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un fosfato 3'-
terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 15, 17,
19; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la
cadena sentido (SEQ ID NO: 195) incluye ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 5, 7, 13 y 16; un
2’-5’-ribonucledtido en la posicion 18; un resto C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 15, 17,
19; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la
cadena sentido (SEQ ID NO: 195) incluye ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 7, 13, 16 y 18;
un 2’-5-ribonucledtido en la posicion 9; un resto C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena
antisentido (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 15, 17,
19; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la
cadena sentido (SEQ ID NO: 195) incluye 2’-5'-ribonucledtidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un resto C3Pi
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5’-terminal.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la

que la cadena antisentido (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 1, 3,
5,9, 11, 13, 15, 17, 19; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la cadena sentido
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(SEQ ID NO: 195) incluye ribonuclettidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 7, 9, 13, 16 y 18; y un resto de
desoxirribonucledétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la
que la cadena sentido (SEQ ID NO: 195) incluye 2’-5'-ribonucleétidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un
fosfato 3’-terminal y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal;
y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 220) incluye una cadena antisentido seleccionada de uno de

a) ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19; y un resto C3Pi-C30H
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; o

b) ribonucledtidos modificados con 2’OMe en las posiciones 1, 3, 6, 8, 10, 12, 14, 17, 18; y un resto C3Pi-C30H
unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En algunas realizaciones en el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario
como componente de una formulacién farmacéutica que incluye la cadena antisentido expuesta en SEQ ID NO: 130
y la cadena sentido expuesta en SEQ ID NO: 63; identificada en el presente documento como SERPINH1_12. En
algunas realizaciones, el duplex comprende la estructura

5! AACUCGUCUCGCAUCUUGU -Z 3 (antisentido SEQ ID NO:221)

LIARRLARARRAR AR

3' 2'-UUGAGCAGAGCGUAGAACA -z" 5'  (sentidoSEQ ID NO:196)

en la que cada

“|” representa formacion de pares de bases entre los ribonucleétidos;

en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleétido no modificado o modificado, o un resto
no convencional;

en la que cada uno de Z y Z esta independientemente presente o ausente, pero si estd presente es
independientemente 1-5 nucledtidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinaciéon de los
mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente; y

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5’-terminal de NZ-(N’)y.

En algunas realizaciones se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 196) incluye una o mas pirimidinas modificadas con 2’OMe; una proyeccion de nucleétido o distinta de
nucledtido 3’-terminal; y un resto de ocupacién de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5-terminal. En
algunas realizaciones, la cadena antisentido (SEQ ID NO: 221) incluye una o mas pirimidinas modificadas con
2'0OMe; un nucledtido o resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
ocupacioén de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucledtidos modificados con 2’OMe en las posiciones 2, 14 y 18; un resto C30H unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 221) se selecciona de una cadena antisentido que incluye

a) ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15y 17; un 2’-5-ribonucledtido en la
posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; o

b) ribonucleétidos modificados con 2’°0OMe en las posiciones 3, 5, 7, 9, 12, 13 y 17; un 2’-5’-ribonucleétido en la
posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En algunas realizaciones se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 2, 14 y 18; un resto C3-OH
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 221) incluye ribonucleétidos
modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15y 17; un 2-5’-ribonucleétido en la posicidn 7; y un resto
C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal.

En algunas realizaciones se proporciona una molécula de oligonucleétido en duplex en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucledtidos modificados con 2’OMe en las posiciones 14 y 18 y opcionalmente en la
posicion 2; un resto C3-OH unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico
invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 221) incluye
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ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 7, 9, 12, 13 y 17; un 2’-5-ribonucledtido en la posicion
7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En algunas realizaciones se proporciona una molécula de oligonucleétido en duplex en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucleotidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 14 y 18; un resto C3-OH unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5’-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 221) se selecciona de una cadena antisentido que incluye

a) ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15y 17; un 2’-5-ribonucledtido en la
posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; o

b) ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 3, 5, 7, 9, 12, 13 y 17; un 2’-5-ribonucleétido en la
posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucleotidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 14 y 18; un resto C3-OH unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las
posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un 2-5'-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido
covalentemente al extremo 3’-terminal.

En el presente documento se proporciona una molécula de acido nucleico bicatenario en la que la cadena sentido
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucleotidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 14 y 18; un resto C3-OH unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las
posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13 y 17; un 2-5-ribonucledtido en la posicién 7; y un resto C3Pi-C30H unido
covalentemente al extremo 3’-terminal.

En realizaciones adicionales de las estructuras A1y A2, (N’), incluye 1-8 ribonucleétidos modificados en las que el
ribonucledtido modificado es un nucledtido de ADN. En determinadas realizaciones (N')y incluye 1, 2, 3,4, 5,6, 7 o
hasta 8 restos de ADN.

En algunas realizaciones, o bien Z o bien Z' esta presente e incluye independientemente dos restos distintos de
nucleotidos.

En realizaciones adicionales, Z y Z’' estan presentes y cada uno incluye independientemente dos restos distintos de
nucleotidos.

En algunas realizaciones, cada uno de Z y Z’ incluye un resto abasico, por ejemplo, un resto desoxirribo-abasico
(denominado en el presente documento “dAb”) o resto ribo-abasico (denominado en el presente documento “rAb”).
En algunas realizaciones, cada uno de Z y/o Z' incluye dos restos abasicos unidos covalentemente y es, por
ejemplo, dAb-dAb o rAb-rAb o dAb-rAb o rAb-dAb, en los que cada resto esta unido covalentemente a un resto
adyacente, preferiblemente a través de un enlace basado en fosfo. En algunas realizaciones, el enlace basado en
fosfo incluye un enlace fosforotioato, uno fosfonoacetato o uno fosfodiéster. En realizaciones preferidas, el enlace
basado en fosfo incluye un enlace fosfodiéster.

En algunas realizaciones, cada uno de Z y/o Z incluye independientemente un resto alquilo, opcionalmente resto
propano ((CH2)s) (“C3”) o un derivado del mismo incluyendo propanodiol (C30H) y derivado de fosfo de propanodiol
(“C3Pi”). En algunas realizaciones, cada uno de Z y/o Z’ incluye dos restos alquilo unidos covalentemente al extremo
3’-terminal de la cadena antisentido o cadena sentido a través de una union fosfodiéster o fosforotioato y unidos
covalentemente entre si a través de una union fosfodiéster o fosforotioato y en algunos ejemplos es C3Pi-C3Pi o
C3Pi-C30H. El extremo 3-terminal de la cadena antisentido y/o el extremo 3’-terminal de la cadena sentido esta
unido covalentemente a un resto C3 a través de un enlace basado en fosfo y el resto C3 esta conjugado
covalentemente a un resto C30OH a través de un enlace basado en fosfo. En algunas realizaciones, los enlaces
basados en fosfo incluyen un enlace fosforotioato, uno fosfonoacetato o uno fosfodiéster. En realizaciones preferidas
el enlace basado en fosfo incluye un enlace fosfodiéster.

En diversas realizaciones de la estructura A1 o la estructura A2, Z y Z’ estan ausentes. En otras realizaciones, Z o0 Z'
esta presente. En algunas realizaciones, cada uno de Z y/o Z’ incluye independientemente un resto alquilo C2, C3,
C4, C5 o C6, opcionalmente un resto C3 o un derivado del mismo incluyendo propanol (C30H/C30H), propanodiol,
y derivado de fosfodiéster de propanodiol (C3Pi). En realizaciones preferidas, cada uno de Z y/o Z' incluye dos
restos hidrocarbonados y en algunos ejemplos es C3Pi-C30H o C3Pi-C3Pi. Cada C3 estda conjugado
covalentemente a un C3 adyacente a través de un enlace covalente, preferiblemente un enlace basado en fosfo. En
algunas realizaciones, el enlace basado en fosfo es un enlace fosforotioato, uno fosfonoacetato o uno fosfodiéster.

En realizaciones especificas, x=y=19 y Z comprende al menos una proyeccion de alquilo C3. En algunas
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realizaciones, la proyeccién de C3-C3 esta unida covalentemente al extremo 3’-terminal de (N)x o (N’), a través de
una union covalente, preferiblemente una union fosfodiéster. En algunas realizaciones, la unién entre un primer C3 y
un segundo C3 es una union fosfodiéster. En algunas realizaciones, la proyeccion distinta de nucleétido en 3’ es
C3Pi-C3Pi. En algunas realizaciones, la proyeccion distinta de nucledtido en 3’ es C3Pi-C3Pi. En algunas
realizaciones, la proyeccion distinta de nucleétido en 3’ es C3Pi-C30H.

En diversas realizaciones, el resto alquilo comprende un derivado de alquilo incluyendo un resto alquilo C3, alquilo
C4, alquilo C5 o alquilo C6 que comprende un grupo hidroxilo terminal, uno amino terminal o uno fosfato terminal. En
algunas realizaciones, el resto alquilo es un resto alquilo C3 o derivado de alquilo C3. En algunas realizaciones, el
resto alquilo C3 comprende propanol, fosfato de propilo, fosforotioato de propilo o una combinacién de los mismos.
El resto alquilo C3 estad unido covalentemente al extremo 3'-terminal de (N’)y y/o al extremo 3’-terminal de (N)x a
través de un enlace fosfodiéster. En algunas realizaciones, el resto alquilo comprende propanol, fosfato de propilo o
fosforotioato de propilo. En algunas realizaciones, cada uno de Z y Z' se selecciona independientemente de
propanol, fosfato de propilo, fosforotioato de propilo, combinaciones de los mismos o multiplos de los mismos en
particular 2 o 3 propanoles, fosfatos de propilo, fosforotioatos de propilo o combinaciones de los mismos unidos
covalentemente. En algunas realizaciones, cada uno de Z y Z' se selecciona independientemente de fosfato de
propilo, fosforotioato de propilo, propilfosfopropanol; fosforotioato de propilfosfo-propilo; fosfato de propilfosfo-propilo;
(fosfato de propilo)s, (fosfato de propilo).-propanol, (fosfato de propilo),-fosforotioato de propilo. Cualquier resto
conjugado de propano o propanol puede incluirse en Z o Z'.

Las estructuras de restos distintos de nucleétidos 3’-terminales a modo de ejemplo son de la siguiente manera:
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En algunas realizaciones, cada uno de Z y Z' se selecciona independientemente de propanol, fosfato de propilo,
fosforotioato de propilo, combinaciones de los mismos o multiplos de los mismos.

En algunas realizaciones, cada uno de Z y Z' se selecciona independientemente de fosfato de propilo, fosforotioato
de propilo, propilfosfo-propanol; fosforotioato de propilfosfo-propilo; fosfato de propilfosfo-propilo; (fosfato de
propilo)s, (fosfato de propilo).-propanol, (fosfato de propilo).-fosforotioato de propilo. Cualquier resto conjugado de
propano o propanol puede incluirseen Zo Z'.

En realizaciones adicionales, cada uno de Z y/o Z incluye una combinacién de un resto abasico y un
desoxirribonucledtido o ribonucleétido no modificado o una combinacién de un resto hidrocarbonado y un
desoxirribonucleétido o ribonucleétido no modificado o una combinacion de un resto abasico (desoxirribo o ribo) y un
resto hidrocarbonado. En tales realizaciones, cada uno de Z y/o Z' incluye C3-rAb o C3-dAb en los que cada resto
esta unido covalentemente al resto adyacente a través de un enlace basado en fosfo, preferiblemente una unién
fosfodiéster, fosforotioato o fosfonoacetato.

En determinadas realizaciones, las moléculas de acido nucleico tal como se divulga en el presente documento

incluyen una secuencia oligonucleotidica sentido seleccionada de uno cualquiera de los oligonucleétidos mostrados
a continuacion en las tablas 4 y 5 (SEQ ID NO: 60-126 y 194-218).
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En determinadas realizaciones preferidas, los compuestos proporcionados incluyen Compuesto_1, Compuesto_2,
Compuesto_3, Compuesto_4, Compuesto_5, Compuesto 6, Compuesto_7, Compuesto_ 8 y Compuesto 9,
descritos a continuacion.

En algunas realizaciones, (tales como, por ejemplo, Compuesto_1, Compuesto_5 y Compuesto_6) se proporcionan
moléculas de acido nucleico bicatenario de 19 meros en las que la cadena antisentido es SEQ ID NO: 127 y la
cadena sentido es SEQ ID NO: 60. En determinadas realizaciones, se proporcionan moléculas de acido nucleico
bicatenario de 19 meros en las que la cadena antisentido es SEQ ID NO: 127 e incluye ribonucleétidos modificados
con 2’0OMe; un 2-5’-ribonucledtido en al menos una de las posiciones 1, 5, 6 o 7; y un resto distinto de nucledtido
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la cadena sentido es SEQ ID NO: 60 e incluye al menos un 2'-5'-
ribonucledtido o ribonucledtido modificado con 2’0OMe; un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al
extremo 3’-terminal; y un resto de ocupacion de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5'-terminal. En
algunas realizaciones, se proporcionan una molécula de acido nucleico bicatenario de 19 meros en la que la cadena
antisentido es SEQ ID NO: 127; e incluye ribonucleétidos modificados con 2’°0OMe en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13,
15, 17 y 19; un 2’-5'-ribonucleétido en la posicion 7; y un resto distinto de nucleétido C30H unido covalentemente al
extremo 3’-terminal; y la cadena sentido es SEQ ID NO: 60 e incluye cinco 2’-5-ribonucleétidos consecutivos en las
posiciones 3’-terminales 15, 16, 17, 18 y 19; un resto distinto de nucleétido C3Pi unido covalentemente al extremo
3’-terminal; y un resto abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

En una realizacién, se proporciona Compuesto_1 que es una molécula de acido nucleico bicatenario de 19 meros en
la que la cadena antisentido es SEQ ID NO: 127 e incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones
3,5,9, 11,13, 15, 17 y 19; un 2-5-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-C30H
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la cadena sentido es SEQ ID NO: 60 e incluye cinco 2'-5'-
ribonucledtidos consecutivos en las posiciones 3'-terminales 15, 16; 17, 18 y 19; un resto distinto de nucleé6tido C3Pi
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-
terminal; y que incluye ademas un ribonucleotido modificado con 2’0OMe en la posicion 1 de la cadena antisentido.

En una realizacioén, se proporciona Compuesto_6 que es una molécula de acido nucleico bicatenario de 19 meros en
la que la cadena antisentido es SEQ ID NO: 127 e incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones
3,5,9, 11,13, 15, 17 y 19; un 2’-5-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-C30H
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y la cadena sentido es (SEQ ID NO: 60) e incluye cinco 2-5'-
ribonucledtidos consecutivos en las posiciones 3’-terminales 15, 16, 17, 18 y 19; un resto distinto de nucleétido C3Pi
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-
terminal; y que incluye ademas un 2’-5’-ribonucleétido en la posicion 1 de la cadena antisentido.

En una realizacién, se proporciona Compuesto_5 que es una molécula de acido nucleico bicatenario de 19 meros en
la que la cadena antisentido es SEQ ID NO: 127 e incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones
1,3,5,9, 11,13, 15, 17 y 19; un 2’-5’-ribonucledtido en la posicién 7; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-C30H
unido covalentemente al extremo 3-terminal; y la cadena sentido es SEQ ID NO: 60 e incluye ribonucleétidos
modificados con 2’0OMe en las posiciones 7, 13, 16 y 18; un 2’-5’-ribonucleétido en la posicién 9; un resto distinto de
nucledtido C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5'-terminal.

En algunas realizaciones, (tales como, por ejemplo, Compuesto_2 y Compuesto_7, descritos a continuacion) se
proporcionan moléculas de acido nucleico bicatenario de 19 meros en las que la cadena sentido es SEQ ID NO: 63 y
la cadena antisentido es SEQ ID NO: 130. En algunas realizaciones, se proporcionan moléculas de acido nucleico
bicatenario de 19 meros en las que la cadena sentido es SEQ ID NO: 63 e incluye ribonucledtidos de pirimidina
modificada con 2’OMe; un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
ocupacion de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5’-terminal; y la cadena antisentido es SEQ ID NO:
130 e incluye ribonucledtidos modificados con 2’OMe; un 2’-5’-ribonucledtido en la posicién 7; y un resto distinto de
nucledtido unido covalentemente al extremo 3'-terminal. En algunas realizaciones se proporcionan moléculas de
acido nucleico bicatenario de 19 meros en las que la cadena sentido es SEQ ID NO: 63 e incluye ribonucleétidos
modificados con 2’0OMe; un resto distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
ocupacion de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5’-terminal; y la cadena antisentido es SEQ ID NO:
130 e incluye ribonucledtidos modificados con 2’OMe; un 2’-5’-ribonucleétido en al menos una de las posiciones 5, 6
0 7; y un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3'-terminal.

En una realizacioén, se proporciona Compuesto_2 que es una molécula de acido nucleico bicatenario de 19 meros en
la que la cadena sentido es SEQ ID NO: 63 e incluye ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 2, 14
y 18; un resto C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucledtido abasico
invertido unido covalentemente al extremo 5-terminal; y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 130 e incluye
ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 9, 12, 13 y 17; un 2’-5’-ribonucledtido en al menos
una de las posiciones 5, 6 o 7; y resto distinto de nucledtido C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-
terminal.

En una realizacioén, se proporciona Compuesto_7 que es una molécula de acido nucleico bicatenario de 19 meros en
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la que la cadena sentido es SEQ ID NO: 63 e incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 2, 14
y 18; un resto C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucledtido abasico
invertido unido covalentemente al extremo 5-terminal; y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 130 e incluye
ribonucledtidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13 y 17; un 2’-5-ribonucledtido en la posicion
7; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal.

En algunas realizaciones, (tales como, por ejemplo, Compuesto_3, descrito a continuacién) se proporcionan
moléculas de acido nucleico bicatenario de 19 meros en las que la cadena sentido es SEQ ID NO: 98 y la cadena
antisentido es SEQ ID NO: 165. En algunas realizaciones, se proporcionan moléculas de acido nucleico bicatenario
de 19 meros en las que la cadena sentido es SEQ ID NO: 98 e incluye 2’-5-ribonucleétidos en las posiciones en el
extremo 3’-terminal; un resto distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
ocupacion de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5’-terminal; y la cadena antisentido es SEQ ID NO:
165 e incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe; un 2’-5’-ribonucleétido en al menos una de las posiciones 5, 6
0 7; y un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3’-terminal. En una realizacion, se proporciona
Compuesto_3 que es una molécula de acido nucleico bicatenario de 19 meros en la que la cadena sentido es SEQ
ID NO: 98 e incluye 2’-5'-ribonucledtidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un resto C3-OH 3’ unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 165 e incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en
las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2-5'-ribonucleétido en la posicion 7; y un C3Pi-C30H unido
covalentemente al extremo 3’-terminal.

En algunas realizaciones, (tales como, por ejemplo, Compuesto_4, Compuesto_8 y Compuesto_9, descritos a
continuacion) se proporcionan moléculas de acido nucleico bicatenario de 19 meros en las que la cadena sentido es
SEQ ID NO: 101 y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 168. En algunas realizaciones se proporcionan moléculas
de acido nucleico bicatenario de 19 meros en las que la cadena sentido es SEQ ID NO: 101 e incluye
ribonucledtidos de pirimidina modificada con 2’0OMe; un 2’-5’-ribonucleétido opcional en una de la posicién 9 o 10; un
resto distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de ocupaciéon de centros
reactivos unido covalentemente al extremo 5-terminal; y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 168 e incluye
ribonucledtidos modificados con 2’OMe; un 2’-5’-ribonucleétido, en al menos una de las posiciones 5, 6 0 7; y un
resto distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

En una realizacioén, se proporciona Compuesto_4 que es una molécula de acido nucleico bicatenario de 19 meros en
la que la cadena sentido es SEQ ID NO: 101 e incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 4,
11, 13 y 17; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 9; un resto distinto de nucleétido C30H unido covalentemente al
extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-
terminal; y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 168 e incluye ribonucledtidos modificados con 220OMe en las
posiciones 1, 4, 8, 11 y 15; un 2-5-ribonucledtido en la posicion 6; una proyeccion de C3Pi-C30H unida
covalentemente al extremo 3’-terminal.

En una realizacioén, se proporciona Compuesto_8 que es una molécula de acido nucleico bicatenario de 19 meros en
la que la cadena sentido es SEQ ID NO: 101 e incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 4,
11, 13 y 17; un resto distinto de nucledtido C30OH unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
desoxirribonucledtido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal; y la cadena antisentido es SEQ
ID NO: 168 e incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 4, 8, 13 y 15; un 2-5-
ribonucledtido en la posicion 6; y una proyeccion de C3Pi-C30H unida covalentemente al extremo 3’-terminal.

En una realizacioén, se proporciona Compuesto_9 que es una molécula de acido nucleico bicatenario de 19 meros en
la que la cadena sentido es SEQ ID NO: 101 e incluye ribonucleétidos modificados con 2’OMe en las posiciones 2,
4, 11, 13 y 17; un resto distinto de nucledtido C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
desoxirribonucleotido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal; y la cadena antisentido es SEQ
ID NO: 168 e incluye ribonucleétidos modificados con 2’0OMe en las posiciones 1, 4, 8, 11 y 15; un 2-5-
ribonucledtido en la posicion 6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal.

En otro aspecto, se proporcionan métodos para reducir la expresion de hsp47 en una célula introduciendo en una
célula una molécula de acido nucleico tal como se proporciona en el presente documento en una cantidad suficiente
para reducir la expresién de hsp47. En una realizacion, la célula es una célula estrellada hepatocelular. En otra
realizacion, la célula es una célula estrellada en tejido renal o pulmonar. En determinada realizacién, el método se
realiza in vitro. En otra realizacion, el método se realiza in vivo.

En otro aspecto, se proporcionan métodos para tratar a un individuo que padece una enfermedad asociada con
hsp47. Los métodos incluyen administrar al individuo una molécula de acido nucleico tal como se proporciona en el
presente documento en una cantidad suficiente para reducir la expresion de hsp47. En determinadas realizaciones,
la enfermedad asociada con hsp47 es una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en fibrosis hepatica,
cirrosis, fibrosis pulmonar incluyendo fibrosis de pulmén (incluyendo ILF), cualquier estado que provoque fibrosis
renal (por ejemplo, CKD incluyendo ESRD), fibrosis peritoneal, dafio hepatico crénico, fibrilogénesis; enfermedades
fibroticas en otros érganos; cicatrizacion anémala (queloides) asociada con todos los posibles tipos de lesion
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cutanea, por accidente y yatrogénica (operaciones), esclerodermia, cardiofibrosis, insuficiencia de la operacion de
filtrado de glaucoma y adhesiones intestinales. En algunas realizaciones, los compuestos pueden ser Utiles en el
tratamiento de indicaciones especificas de érgano, por ejemplo, indicaciones que incluyen las mostradas en la tabla
1 a continuacién, que enumera 6rganos e indicaciones respectivas:

TABLA 1

Piel

» Cicatrizacion patologica tal como queloide y cicatriz hipertrofica

» Cicatrizacion quirurgica

* Cicatrizacion de lesion

*» Queloide, o dermopatia fibrosante nefrégena

Peritoneo

* Fibrosis peritoneal

* Adhesiones

» Esclerosis peritoneal asociada con dialisis peritoneal ambulatoria continua (CAPD)

Higado

» Cirrosis incluyendo cirrosis tras hepatitis C, cirrosis biliar primaria

» Fibrosis hepatica, por ejemplo, prevencion de fibrosis hepatica en portadores de hepatitis C

» Esquistosomiasis

* Colangitis

» Cirrosis hepatica debida a Hepatitis C tras trasplante de higado o esteatohepatitis no alcohdlica (NASH)
Pancreas

+ Fibrosis inter(peri)lobular (por ejemplo, pancreatitis cronica alcohdlica), fibrosis periductal (por ejemplo,
pancreatitis hereditaria), fibrosis periductal e interlobular (por ejemplo, pancreatitis autoinmunitaria), fibrosis inter
e intralobular difusa (por ejemplo, pancreatitis cronica obstructiva)

Rifion

» Enfermedad renal cronica (CKD) de cualquier etiologia. El tratamiento de CKD de fase temprana (SCr elevada)
en pacientes diabéticos (previene el deterioro adicional en la funcién renal)

* Fibrosis renal asociada con lupus glomeruloesclerosante

» Nefropatia diabética

Corazon

* Insuficiencia cardiaca congestiva,

« Fibrosis endomiocardica,

* Cardiofibrosis

» Fibrosis asociada con infarto de miocardio

Pulmon

» Asma, fibrosis pulmonar idiopatica (IPF);

* Fibrosis de pulmon intersticial (ILF)

* Neumonia por radiacién que conduce a fibrosis pulmonar (por ejemplo, debido a radiacion para el tratamiento
de cancer)

Médula dsea

* Trastornos mieloproliferativos: mielofibrosis (MF), policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (ET)

* Mielofibrosis idiopatica

* Mielofibrosis inducida por farmacos.

Ojo

» Segmento anterior: opacificacion de la cérnea, por ejemplo, tras distrofias heredadas, queratitis herpética o
pterigiones; glaucoma

» Segmento posterior: fibrosis y desprendimiento de retina por traccion, una complicacion de retinopatia diabética
avanzada (DR); cicatrizacion fibrovascular y gliosis en la retina;

* Bajo la retina: fibrosis, por ejemplo, tras hemorragia subretiniana asociada con AMD neovascular

» Fibrosis retro-orbital, cirugia poscataratas, vitreorretinopatia proliferativa.

» Penfigoide cicatricial ocular

Intestino

« Fibrosis intestinal,

» Enfermedad de Crohn

Cuerdas vocales

« Cicatrizacion de las cuerdas vocales,

« Fibrosis de la mucosa de las cuerdas vocales,

* Fibrosis de la laringe

Vasculatura

« Aterosclerosis,

* Reestenosis arterial posangioplastica

Multisistémico

» Esclerodermia, esclerosis sistémica;
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« Fibroesclerosis multifocal;

» Enfermedad injerto contra huésped esclerodermatosa en receptores de trasplante de médula 6sea, y

* Fibrosis sistémica nefrégena (exposicion a agentes de contraste basados en gadolinio (GBCA), el 30 % de MRI)
Tumores malignos de diversos origenes

» Cancer metastasico e invasivo inhibiendo la funcion de miofibroblastos asociados con tumor activados

Otra realizacion de la descripcion es un método para tratar un trastorno relacionado con células estrelladas,
comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de la composicién farmacéutica descrita a continuacion a
un sujeto que lo necesita. El trastorno incluye hepatitis, fibrosis hepatica, cirrosis hepatica, cancer de higado,
pancreatitis, fibrosis pancreatica, cancer pancreatico, cicatrizaciéon de las cuerdas vocales, fibrosis de la mucosa de
las cuerdas vocales y fibrosis de la laringe. En algunas realizaciones, las indicaciones preferidas incluyen cirrosis
hepatica debida a hepatitis C tras trasplante de higado; cirrosis hepatica debida a esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH); fibrosis pulmonar idiopatica; neumonia por radiacion que conduce a fibrosis pulmonar; nefropatia diabética;
esclerosis peritoneal asociada con dialisis peritoneal ambulatoria continua (CAPD) y penfigoide cicatricial ocular.

Las indicaciones de higado fibrético incluyen cirrosis alcohdlica, cirrosis por hepatitis B, cirrosis por hepatitis C,
cirrosis por hepatitis C (Hep C) tras trasplante de higado ortotépico (OLTX), esteatohepatitis no alcohdlica /
enfermedad de higado graso no alcohdlica (NASH/NAFLD), cirrosis biliar primaria (PBC), colangitis esclerosante
primaria (PSC), atresia biliar, deficiencia de antitripsina alfa-1 (A1AD), enfermedades de acumulacion de cobre
(enfermedad de Wilson), fructosemia, galactosemia, enfermedades de almacenamiento de glucégeno
(especialmente tipos I, 1V, VI, IX y X), sindromes de sobrecarga de hierro (hemocromatosis), anomalias de lipidos
(por ejemplo, enfermedad de Gaucher), trastornos peroxisomales (por ejemplo, sindrome de Zellweger), tirosinemia,
fibrosis hepatica congeénita, infecciones bacterianas (por ejemplo, brucelosis), enfermedades parasitarias (por
ejemplo, equinococosis), sindrome de Budd-Chiari (enfermedad venooclusiva hepatica).

Las indicaciones pulmonares incluyen fibrosis pulmonar idiopatica, silicosis, neumoconiosis, displasia
broncopulmonar en recién nacidos tras sindrome de dificultad respiratoria neonatal, lesién pulmonar por
bleomicina/quimioterapia, bronquiolitis obliterante (BOS) tras trasplante de pulmén, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (COPD), fibrosis quistica y asma.

Las indicaciones cardiacas incluyen miocardiopatia, aterosclerosis (enfermedad de Bergers, etc.), fibrosis
endomiocardica, fibrilacion auricular, cicatrizacion tras infarto de miocardio (Ml).

Otras indicaciones toracicas incluyen reacciones de tejido de la capsula inducidas por radiacién alrededor de
implantes de mama texturizados, y fibrosis submucosa oral.

Las indicaciones renales incluyen enfermedad renal poliquistica dominante autosémica (ADPKD), nefropatia
diabética (glomeruloesclerosis diabética), glomeruloesclerosis segmental focal (FSGS) (colapsante frente a otras
variantes histologicas), nefropatia de IgA (enfermedad de Berger), lupus nefritico, enfermedad de Wegner,
esclerodermia, sindrome de Goodpasture, fibrosis tubulointersticial: inducida por farmacos (protectores) penicilinas,
cefalosporinas, nefropatia por analgésicos, glomerulonefritis membranoproliferativa (MPGN), purpura de Henoch-
Schonlein, nefropatias congénitas: enfermedad quistica medular, sindrome de ufia-rétula y sindrome de Alport.

Las indicaciones de la médula 6sea incluyen linfangioliomiositosis (LAM), enfermedad injerto contra huésped
cronica, policitemia vera, trombocitemia esencial y mielofibrosis.

Las indicaciones oculares incluyen retinopatia del prematuro (RoP), penfigoide cicatricial ocular, fibrosis de glandula
lacrimal, cirugia por desprendimiento de retina, opacidad de la cérnea, queratitis herpética, pterigiones, glaucoma,
degeneracion macular relacionada con la edad (AMD/ARMD), retinopatia por diabetes mellitus asociada con fibrosis
retiniana (DM).

Las indicaciones ginecoldgicas incluyen endometriosis, adicion a terapia hormonal para prevenir la cicatrizacion,
fibrosis/salfingitis tras ETS.

Las indicaciones sistémicas incluyen enfermedad de Dupuytren, fibromatosis palmar, enfermedad de Peyronie,
enfermedad de Ledderhose, queloides, fibroesclerosis multifocal, fibrosis sistémica nefrégena y mielofibrosis
(anemia).

Las enfermedades fibroticas asociadas con lesiones incluyen cicatrizacion y contraccion de piel y tejido blando
inducida por quemadura (incluidas las quimicas), cicatrizacion de piel y 6rganos inducida por radiacion, tras
tratamiento con radiacion terapéutica para el cancer, queloide (piel).

Las indicaciones quirdrgicas incluyen fibrosis peritoneal tras catéter de didlisis peritoneal, implante de cdrnea,

implante coclear, otros implantes, implantes de silicona en la mama, sinusitis cronica; adhesiones, hiperplasia
pseudointima de injertos de dialisis.
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Otras indicaciones incluyen pancreatitis cronica.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para el tratamiento de un sujeto que padece fibrosis hepatica
que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una molécula de acido nucleico divulgada en el presente
documento, tratando de ese modo la fibrosis hepatica. En algunas realizaciones, el sujeto padece cirrosis del higado
debido a hepatitis. En algunas realizaciones, el sujeto padece cirrosis del higado debido a NASH.

En algunas realizaciones, se proporciona el uso de una molécula de acido nucleico divulgada en el presente
documento para la fabricacién de un medicamento para tratar la fibrosis hepatica. En algunas realizaciones, la
fibrosis hepatica se debe a hepatitis. En algunas realizaciones, la fibrosis hepatica se debe a NASH.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para el remodelado de tejido cicatricial que comprende
administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de una molécula de acido nucleico divulgada en el
presente documento, realizando de ese modo el remodelado de tejido cicatricial. En algunas realizaciones, el tejido
cicatricial esta en el higado. En algunas realizaciones, el sujeto padece cirrosis del higado debido a hepatitis. En
algunas realizaciones, el sujeto padece cirrosis del higado debido a NASH.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para modular la regresion de la fibrosis que comprende
administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de una molécula de acido nucleico divulgada en el
presente documento, realizando de ese modo la regresion de la fibrosis.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para la reduccién de tejido cicatricial en un sujeto que
comprende la etapa de administrar al sujeto una cantidad eficaz de una molécula de acido nucleico divulgada en el
presente documento para reducir el tejido cicatricial. En algunas realizaciones, se proporciona un método para
reducir tejido cicatricial en un sujeto que comprende la etapa de aplicar por via topica al tejido cicatricial una cantidad
eficaz de una molécula de acido nucleico divulgada en el presente documento para reducir el tejido cicatricial.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para mejorar el aspecto de tejido cicatricial que comprende la
etapa de aplicar por via topica al tejido cicatricial una cantidad eficaz de una molécula de acido nucleico divulgada
en el presente documento para mejorar el aspecto del tejido cicatricial.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para el tratamiento de un sujeto que padece fibrosis de pulmén
que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una molécula de acido nucleico divulgada en el presente
documento, tratando de ese modo la fibrosis de pulmén. En algunas realizaciones, el sujeto padece fibrosis de
pulmén intersticial (ILF). En algunas realizaciones, el sujeto padece neumonia por radiacién que conduce a fibrosis
pulmonar. En algunas realizaciones, el sujeto padece fibrosis de pulmén inducida por farmacos.

En algunas realizaciones, se proporciona el uso de una molécula de acido nucleico divulgada en el presente
documento para la fabricacion de un medicamento para tratar la fibrosis de pulmoén. En algunas realizaciones, la
fibrosis de pulmoén es ILF. En algunas realizaciones, la fibrosis de pulmén es fibrosis de pulmén inducida por
farmacos o radiacion.

En un aspecto, se proporcionan composiciones farmacéuticas que incluyen una molécula de acido nucleico (por
ejemplo, una molécula de ANip) tal como se describe en el presente documento en un portador farmacéuticamente
aceptable. En determinadas realizaciones, la formulacion farmacéutica incluye, o implica, un sistema de suministro
adecuado para suministrar moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) a un individuo tal como un
paciente; por ejemplo, sistemas de suministro descritos con mas detalle a continuacion.

En un aspecto relacionado, se proporcionan composiciones o kits que incluyen una molécula de acido nucleico (por
ejemplo, una molécula de ANip) envasada para su uso por un paciente. El envase puede estar etiquetado o incluir
una etiqueta de envase o prospecto que indique el contenido del envase y proporcione cierta informacion referente a
cémo debe o puede usarse la molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) por un paciente, por
ejemplo, la etiqueta puede incluir informacion de dosificacion y/o indicaciones de uso. En determinadas
realizaciones, el contenido de la etiqueta incluira un aviso en una forma recomendada por una agencia
gubernamental, por ejemplo, la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos. En determinadas
realizaciones, la etiqueta puede indicar que la molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) es
adecuada para su uso en el tratamiento de un paciente que padece una enfermedad asociada con hsp47; por
ejemplo, la etiqueta puede indicar que la molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) es
adecuada para su uso en el tratamiento de fibroides; o, por ejemplo, la etiqueta puede indicar que la molécula de
acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) es adecuada para su uso en el tratamiento de una enfermedad
seleccionada del grupo que consiste en fibrosis, fibrosis hepatica, cirrosis, fibrosis pulmonar, fibrosis renal, fibrosis
peritoneal, dafio hepatico crénico y fibrilogénesis.

Tal como se usa en el presente documento, el término “proteina de choque térmico 47” o “hsp47” o “HSP47” se usan

de manera intercambiable y se refieren a cualquier proteina de choque térmico 47, péptido, o polipéptido que tiene
cualquier actividad de proteina hsp47. La proteina de choque térmico 47 es un inhibidor de serina proteinasa
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(serpina) también conocido, por ejemplo, como inhibidor de serpina peptidasa, clado H, miembro 1 (SERPINH1),
SERPINH2, proteina de unién a colageno 1 (CBP1), CBP2, gp46; proteina transactivada por arsénico 3 (AsTP3);
HSP47; gen de induccion de la proliferacion 14 (PIG 14); PPROM; antigeno de artritis reumatoide A-47 (RA-A47);
coligina 1; y coligina 2. En determinadas realizaciones preferidas, “hsp47” se refiere a hsp47 humana. La proteina de
choque térmico 47 (o mas particularmente hsp47 humana) puede tener una secuencia de aminoacidos que es la
misma, o sustancialmente la misma, que SEQ ID NO. 2.

Tal como se usa en el presente documento, el término “secuencia de nucledtidos que codifica hsp47” significa una
secuencia de nucleétidos que codifica una proteina hsp47, o parte de la misma. También se pretende que el término
“secuencia de nucleotidos que codifica hsp47” incluya secuencias codificantes de hsp47 tales como isoformas de
hsp47, genes de hsp47 mutantes, variantes de corte y empalme de genes de hsp47, y polimorfismos de genes de
hsp47. Una secuencia de acido nucleico que codifica hsp47 incluye secuencias de ARNm que codifican hsp47, que
también pueden denominarse “ARNm de hsp47.” Una secuencia a modo de ejemplo de ARNm de hsp47 humana es
SEQ ID NO: 1.

Tal como se usa en el presente documento, el término “molécula de acido nucleico” o “acido nucleico” se usa de
manera intercambiable y se refieren a un oligonucleétido, nucleétido o polinucleétido. Se describen variaciones de
“molécula de acido nucleico” con mas detalle en el presente documento. Una molécula de acido nucleico abarca
tanto moléculas de acido nucleico modificadas como moléculas de acido nucleico no modificadas tal como se
describe en el presente documento. Una molécula de acido nucleico puede incluir desoxirribonucleétidos,
ribonucledtidos, nuclesdtidos modificados o analogos de nucleétido en cualquier combinacion.

Tal como se usa en el presente documento, el término “nucleétido” se refiere a un resto quimico que tiene un azicar
(o un analogo del mismo, o un azicar modificado), una base de nucleétido (o un analogo de la misma, o una base
modificada) y un grupo fosfato (o analogo del mismo, o un grupo fosfato modificado). Un nucleétido abarca
nucleédtidos modificados o nucleétidos no modificados tal como se describe en el presente documento. Tal como se
usa en el presente documento, los nucledtidos pueden incluir desoxirribonucledtidos (por ejemplo,
desoxirribonuclestidos no modificados), ribonucleétidos (por ejemplo, ribonucleétidos no modificados), y analogos de
nucleétido modificados incluyendo, entre otros, ANB y ANNB, acidos nucleicos peptidicos, L-nucleétidos (también
denominados nucleétidos especulares), acido nucleico con puente de etileno (ANE), arabindsido, PACE, nucleétidos
con un azucar de 6 carbonos, asi como analogos de nucledtido (incluyendo nucledtidos abasicos) que con
frecuencia se considera que son distintos de nucleétidos. En algunas realizaciones, los nucleétidos pueden estar
modificados en el azucar, la base de nucleétido y/o en el grupo fosfato con cualquier modificacion conocida en la
técnica, tal como modificaciones descritas en el presente documento. Un “polinucleétido” u “oligonucleotido” tal como
se usa en el presente documento, se refiere a una cadena de nucledtidos unidos; los polinucleétidos y
oligonucledtidos también pueden tener modificaciones en el azicar de nucleétido, las bases de nucleétido y las
estructuras principales de fosfato tal como se conoce bien en la técnica y/o se divulgan en el presente documento.
Tal como se usa en el presente documento, el término “acido nucleico de interferencia pequeio”, “ANip”, o “molécula
de acido nucleico de interferencia pequefo” se refiere a cualquier molécula de acido nucleico capaz de modular la
expresion génica o la replicacion virica. Preferiblemente, el ANip inhibe o regula por disminucion la expresion génica
o la replicacién virica. El ANip incluye sin limitacion moléculas de acido nucleico que son capaces de mediar en
iARN especifica de secuencia, por ejemplo, ARN de interferencia pequefio (ARNip), ARN bicatenario (ARNbc),
micro-ARN (miARN), ARN de horquilla corta (ARNhc), oligonucleétido de interferencia pequefio, acido nucleico de
interferencia pequenio, oligonucleétido modificado de interferencia pequefio, ARNip quimicamente modificado, ARN
de silenciamiento génico postranscripcional (ARNsgpt), y otros. Tal como se usa en el presente documento, “acido
nucleico de interferencia pequefio”, “ANip”, o “molécula de acido nucleico de interferencia pequefio” tiene el
significado descrito con mas detalle en otra parte en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, el término “complementario” significa que un acido nucleico puede
formar puente(s) de hidrégeno con otra secuencia de acido nucleico mediante tipos o bien tradicional de Watson-
Crick o bien otros no tradicionales. En referencia a las moléculas nucleicas divulgadas en el presente documento, la
energia libre de unién para una molécula de acido nucleico con su secuencia complementaria es suficiente para
permitir que avance la funcion relevante del acido nucleico, por ejemplo, actividad de iARN. La determinacion de
energias libres de unién para moléculas de acido nucleico se conoce bien en la técnica (véase, por ejemplo, Turner
et al., 1987, CSH Symp. Quant. Biol. LIl pags. 123-133; Frier ef al., 1986, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 83:9373-9377;
Turner et al., 1987, J. Am. Chem. Soc. 109:3783-3785). Un porcentaje de complementariedad indica el porcentaje de
residuos contiguos en una molécula de acido nucleico que pueden formar puentes de hidrégeno (por ejemplo,
formacion de pares de bases de Watson-Crick) con una segunda secuencia de acido nucleico (por ejemplo, 5, 6, 7,
8, 9 0 10 nucledtidos de un total de 10 nucleotidos en el primer oligonucledtido que forman formacién de pares de
bases con una segunda secuencia de acido nucleico que tiene 10 nucledtidos representa el 50 %, el 60 %, el 70 %,
el 80 %, el 90 %, y el 100 % de complementariedad, respectivamente). “Completamente complementario” significa
que todos los residuos contiguos de una secuencia de acido nucleico formaran puentes de hidrégeno con el mismo
numero de residuos contiguos en una segunda secuencia de acido nucleico. En una realizacién, una molécula de
acido nucleico divulgada en el presente documento incluye de aproximadamente 15 a aproximadamente 35 o mas
(por ejemplo, aproximadamente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,340 350
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mas) nucledtidos que son complementarios con una o mas moléculas de acido nucleico diana o una parte de las
mismas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “regién sentido” se refiere a una secuencia de nucleétidos de
una molécula de ANip complementaria (parcial o completamente) a una regién antisentido de la molécula de ANip.
La cadena sentido de una molécula de ANip puede incluir una secuencia de acido nucleico que tiene homologia con
una secuencia de acido nucleico diana. Tal como se usa en el presente documento, “cadena sentido” se refiere a
una molécula de acido nucleico que incluye una region sentido y también puede incluir nucleétidos adicionales. Las
posiciones de nucleétido de la cadena sentido se numeran en el presente documento 5>3'.

Tal como se usa en el presente documento, el término “region antisentido” se refiere a una secuencia de nucleétidos
de una molécula de ANip complementaria (parcial o completamente) a una secuencia de acido nucleico diana. La
cadena antisentido de una molécula de ANip puede incluir opcionalmente una secuencia de acido nucleico
complementaria a una regién sentido de la molécula de ANip. Tal como se usa en el presente documento, “cadena
antisentido” se refiere a una molécula de acido nucleico que incluye una regién antisentido y también puede incluir
nucledtidos adicionales. Las posiciones de nucleétido de la cadena antisentido se numeran en el presente
documento 5'>3’.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ARN” se refiere a una molécula que incluye al menos un
residuo de ribonucleoétido.

Tal como se usa en el presente documento, el término “region de duplex’ se refiere a la region en dos
oligonucledtidos complementarios o sustancialmente complementarios que forman pares de bases entre si, o bien
mediante formacion de pares de bases de Watson-Crick o bien de cualquier otra manera que permite formar un
duplex entre cadenas oligonucleotidicas que son complementarias o sustancialmente complementarias. Por ejemplo,
una cadena oligonucleotidica que tiene 21 unidades de nucledtido puede formar pares de bases con otro
oligonucledtido de 21 unidades de nucleétido, aunque solo 19 bases en cada cadena sean complementarias o
sustancialmente complementarias, de tal manera que la “region de duplex” consiste en 19 pares de bases. Los pares
de bases restantes pueden existir, por ejemplo, como proyecciones en 5 y 3’. Ademas, dentro de la region de
duplex, no se requiere el 100 % de complementariedad; puede permitirse complementariedad sustancial dentro de
una region de duplex. La complementariedad sustancial se refiere a complementariedad entre las cadenas de tal
manera que son capaces de hibridarse en condiciones bioldgicas. En la técnica se conocen bien técnicas para
determinar empiricamente si dos cadenas son capaces de hibridarse en condiciones bioldgicas. Alternativamente,
dos cadenas pueden sintetizarse y afiadirse juntas en condiciones bioldgicas para determinar si se hibridan entre si.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “analogo de nucledtido sin formacién de pares” significa un
analogo de nucledtido que incluye un resto sin formacion pares de bases incluyendo, pero sin limitarse a: 6-des-
amino-adenosina (nebularina), 4-Me-indol, 3-nitropirrol, 5-nitroindol, Ds, Pa, N3-Me-ribo-U, N3-Me-riboT, N3-Me-dC,
N3-Me-dT, N1-Me-dG, N1-Me-dA, N3-etil-dC, N3-Me dC. En algunas realizaciones, el analogo de nucleétido sin
formacion de pares de bases es un ribonucleétido. En otras realizaciones es un desoxirribonucleétido.

Tal como se usa en el presente documento, el término “grupo funcional terminal” incluye sin limitacion grupos
halégeno, alcohol, amina, carboxilico, éster, amida, aldehido, cetona, éter.

Un “nucledtido abasico” o “analogo de nucledtido abasico”, tal como se usa en el presente documento, también
puede denominarse con frecuencia en el presente documento y en la técnica pseudo-nucleétido o un resto no
convencional. Mientras que un nucleétido es una unidad monomérica de acido nucleico, que consiste generalmente
en un azucar de ribosa o desoxirribosa, un fosfato y una base (adenina, guanina, timina o citosina en el ADN;
adenina, guanina, uracilo o citosina en el ARN), un nucleétido abasico o pseudo-nucledtido carece de una base, y
por tanto no es estrictamente un nucleétido tal como se usa generalmente el término en la técnica. Los restos de
desoxirribosa abasicos incluyen, por ejemplo, 3'-fosfato de desoxirribosa abasica; 3-fosfato de 1,2-didesoxi-D-
ribofuranosa; 3-fosfato de 1,4-anhidro-2-desoxi-D-ribitol. Los restos de desoxirribosa abasicos invertidos incluyen
desoxirriboabasicos invertidos; 5’-fosfato desoxiabasico invertido en 3’,5".

El término “resto de ocupacién de centros reactivos (z”) tal como se usa en el presente documento incluye un resto
que puede unirse covalentemente al extremo 5-terminal de (N’), e incluye restos de ribosa abasica, resto de
desoxirribosa abasica, modificaciones de restos de ribosa abasica y desoxirribosa abasica incluyendo
modificaciones con 2'O-alquilo; restos de ribosa abasica y desoxirribosa abasica invertidos y modificaciones de los
mismos; C6-imino-Pi; un nucledtido especular incluyendo L-ADN y L-ARN; 5’OMe-nucledtido; y analogos de
nucledtido incluyendo 4’,5-metilen-nucledtido; 1-(B-D-eritrofuranosil)nucleétido;  4’-tio-nucledtido, nucledtido
carbocilcico; fosfato de 5’-amino-alquilo; fosfato de 1,3-diamino-2-propilo, fosfato de 3-amino-propilo; fosfato de 6-
aminohexilo; fosfato de 12-aminododecilo; fosfato de hidroxipropilo; 1,5-anhidrohexitol-nucleétido; alfa-nucleétido;
treo-pentofuranosil-nucleétido;  3’,4’-seco-nucleétido aciclico; 3,4-dihidroxibutil-nucledétido;  3,5-dihidroxipentil-
nucleétido, 5'-5-resto abasico invertido; fosfato de 1,4-butanodiol; 5-amino; y restos fosfonato de metilo y 5'-
mercapto con formacioén de puentes o sin formacion de puentes.
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Determinados restos de ocupacién de centros reactivos pueden ser restos de ribosa abasica o desoxirribosa
abasica; restos de ribosa abasica o desoxirribosa abasica invertidos; C6-amino-Pi; un nucleétido especular
incluyendo L-ADN y L-ARN. Las moléculas de acido nucleico tal como se divulga en el presente documento pueden
sintetizarse usando uno o mas nucledtidos invertidos, por ejemplo, timidina invertida o adenina invertida (por
ejemplo, véase Takei, et al., 2002. JBC 277(26):23800-06).

El término “resto no convencional” tal como se usa en el presente documento se refiere a restos distintos de
nucleotidos que incluyen un resto abasico, un resto abasico invertido, un resto hidrocarbonado (alquilo) y derivados
de los mismos, e incluye ademas un desoxirribonucleétido, un desoxirribonucledtido modificado, un nucledtido
especular (L-ADN o L-ARN), un analogo de nucleétido sin formacion de pares de bases y un nucleétido unido a un
nucledtido adyacente mediante un enlace de fosfato internucleotidico 2’-5’; acidos nucleicos con unién en puente
incluyendo ANB y acidos nucleicos con unidn en puente de etileno, nucleétidos con uniones modificadas (por
ejemplo, PACE) y con bases modificadas asi como restos adicionales explicitamente divulgados en el presente
documento como restos no convencionales.

Tal como se usa en el presente documento, el término “inhibir”, “regular por disminucién” o “reducir” con respecto a
la expresidon génica significa que la expresion del gen, o el nivel de moléculas de ARN o moléculas de ARN
equivalentes que codifican una o mas proteinas o subunidades de proteina (por ejemplo, ARNm), o actividad de una
0 mas proteinas o subunidades de proteina, se reduce por debajo de lo observado en ausencia de un factor inhibidor
(tal como una molécula de acido nucleico, por ejemplo, un ANip, por ejemplo, que tenga caracteristicas estructurales
tal como se describe en el presente documento); por ejemplo, la expresion puede reducirse hasta el 90 %, el 80 %,
el 70 %, el 60 %, el 50 %, el 40 %, el 30 %, el 20 %, el 10 %, el 5 % o menos de lo observado en ausencia de un
inhibidor.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama que muestra un protocolo con respecto a la evaluacion del efecto de gp46-ARNip in vitro
usando células NRK, y la determinacion de la secuencia, el tiempo y la concentraciéon éptimos.

La figura 2 es un diagrama fotografico que muestra el resultado de inmunotransferencia de tipo Western de gp46 y
actina (cultivo de 24 horas, examen de la secuencia 6ptima).

La figura 3 es un diagrama fotografico que muestra el resultado de inmunotransferencia de tipo Western de gp46 y
actina (cultivo de 24 horas, examen de la concentracion 6ptima).

La figura 4 es un diagrama fotografico que muestra el resultado de inmunotransferencia de tipo Western de gp46 y
actina (concentracion 50 nM, examen del tiempo de cultivo 6ptimo).

La figura 5 es un diagrama que muestra un protocolo para evaluar la inhibicion de la expresién de colageno
mediante gp46-ARNip en células NRK.

La figura 6 es un grafico que muestra la inhibicion de la sintesis de colageno mediante ARNip.

La figura 7 es un diagrama fotografico que muestra la transfeccion de ARNip especifica de HSC.

La figura 8 es un diagrama fotografico para evaluar el porcentaje de transfeccion de ARNip especifica de HSC.
La figura 9 es un diagrama fotografico para evaluar la inhibiciéon de la expresion de gp46 mediante ARNip.

La figura 10 es un diagrama fotografico que muestra la tincién con azan de higado de rata a la que se le habia
administrado DMN.

La figura 11 es un diagrama que muestra un protocolo de tratamiento de ratas de LC.

La figura 12 es un diagrama fotografico que muestra la tincién con azan de higado de rata de LC a la que se le habia
administrado VA-Lip-ARNip de gp46.

La figura 13 es un diagrama que muestra un método para extraer una parte tefiida por medio de imagen de NIH
(tomandose 6 posiciones al azar de una imagen tefiida con azan).

La figura 14 es un grafico que muestra la proporcion en area ocupada por partes fibréticas en histologia de higado
(proporcién de colageno en area, %).

La figura 15 es un grafico que muestra la cantidad de hidroxiprolina en tejido hepatico.

La figura 16 es un grafico que muestra una curva de supervivencia para rata con cirrosis hepatica a la que se le
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habia administrado por via intraportal VA-Lip-ARNip de gp46.

La figura 17 es un diagrama fotografico que muestra tincion con azan de tejido hepatico de rata con cirrosis hepatica
a la que se le habia administrado por via intraportal VA-Lip-ARNip de gp46.

La figura 18 es un grafico que muestra una curva de supervivencia para rata con cirrosis hepatica a la que se le
habia administrado por via intraportal VA-Lip-ARNip de gp46.

La figura 19 es un diagrama fotografico que muestra tincion con azan de tejido hepatico de rata con cirrosis hepatica
a la que se le habia administrado por via intraportal VA-Lip-ARNip de gp46.

La figura 20 es un grafico que muestra una curva de supervivencia para rata con cirrosis hepatica a la que se le
habia administrado por via intravenosa VA-Lip-ARNip de gp46.

La figura 21 es un grafico que muestra una curva de supervivencia para rata con cirrosis hepatica a la que se le
habia administrado por via intravenosa VA-Lip-ARNip de gp46.

La figura 22 es un diagrama fotografico que muestra tincion con azan de tejido hepatico de rata con cirrosis hepatica
a la que se le habia administrado por via intravenosa VA-Lip-ARNip de gp46.

La figura 23 es un diagrama que muestra la mejora de la eficacia de transfeccion de VA-Lip-ARNip de gp46
mediante RBP.

La figura 24 es un diagrama que muestra la inhibicion de la transfeccion de VA-Lip-ARNip de gp46 mediante
anticuerpo anti-RBP.

La figura 25 es un grafico de barras que muestra el efecto de ANip de GFP sobre diversas lineas de células
indicadoras. Se establecieron lineas celulares mediante inducciéon por lentivirus de constructo de ADNc de HSP47
humana-GFP o ADNc de GP46 de rata-GFP en HEK293, linea celular de fibrosarcoma humano HT1080, linea de
HSC humano hTERT o linea de células NRK. Se introdujo ANip de control negativo o ANip frente a GFP en las
células y se midio la fluorescencia de GFP. Los resultados mostraron que ANip frente a GFP atenua la fluorescencia
en un grado diferente en diferentes lineas celulares. Se seleccionaron las lineas celulares 293 HSP47-GFP y
293 _GP46-GFP para el examen de siHsp47 debido a su facilidad para transfectarse y sensibilidad a la atenuacion
de la fluorescencia.

Las figuras 26A, 26B, 26C y 26D son una serie de graficos de barras que muestran la citotoxicidad y eficacia de
atenuacion de diversos siHsp47 en lineas celulares 293 HSP47-GFP y 293 GP46-GFP. El resultado mostré que
siHsp47-C, siHsp47-2 y siHsp47-2d atenuaban eficazmente tanto HSP47 humana como GP46 de rata (el homdélogo
de hsp47 humana) sin citotoxicidad sustancial. siGp46A frente a GP46 no atenta la HSP47 humana.
Adicionalmente, los siHsp47 recién disefiados funcionaron mejor que siGp46A en la atenuacion de GP46 de rata.

La figura 27 es un grafico de barras que muestra el efecto de atenuacién de diversos siHsp47 sobre ARNm de
hsp47, medido mediante gPCR de TagMan® usando la linea celular de HSC humano hTERT. El eje de las Y
representa el nivel de ARNm restante de hsp47. HSP47-C fue el mas eficaz entre todos los ANip de hsp47
sometidos a prueba.

La figura 28 es un grafico de barras que muestra el efecto de diferentes ANip de hsp47 sobre la expresion de
colageno | en células hTERT. El nivel de los niveles de ARNm de colageno | se midié6 mediante PCR cuantitativa en
tiempo real usando una sonda TagMan®. El eje de las Y representa el nivel de expresion de ARNm restante de
colageno I. El resultado mostré que el nivel de ARNm de colageno | se reduce significativamente en las células
tratadas con algunos de los candidatos (siHsp47-2, siHsp47-2d, y su combinacion con siHsp47-1).

La figura 29 es un grafico que muestra una disminucioén en las areas fibréticas del higado en animales tratados con
siHSP47.

La figura 30 es un esquema del calendario de tratamiento y el método de evaluacion usados en el ejemplo 22.

La figura 31 muestra los resultados de la tincion histolégica con azan en el campo pulmonar. Las imagenes
presentan el campo de pulmén representativo de secciones tefiidas con azan de cada grupo con un aumento de
80X. (a) Tratamiento previo (BLM IT -2W); (b) Rata con enfermedad (BLM IT-5W+PBS i.v.); y (c) Tratamiento (BLM
IT +ARNip i.v.), (d) Simulado (solucién salina-IT+PBS i.v.).

La figura 32 muestra la puntuacion de fibrosis, que muestra los resultados de la evaluacion de veinte campos de
pulmén seleccionados al azar con un aumento de 80X para cada rata. El grafico de barras resume la puntacion de
fibrosis de la seccion tefiida con azan para cada grupo. Se usaron analisis estadisticos de ANOVA de un factor,
prueba de comparaciones multiples de Bonferroni usando el software Prism5.
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Descripcion detallada de realizaciones ilustrativas

Interferencia de ARN y moléculas de acido nucleico de ANip

La interferencia de ARN se refiere al proceso de silenciamiento génico postranscripcional especifico de secuencia en
animales mediado por ARN de interferencia pequenios (ARNip) (Zamore et al., 2000, Cell, 101, 25-33; Fire et al.,
1998, Nature, 391, 806; Hamilton et al., 1999, Science, 286, 950-951; Lin et al., 1999, Nature, 402, 128-129; Sharp,
1999, Genes & Dev., 13:139-141; y Strauss, 1999, Science, 286, 886). La presencia de ARNbc en células
desencadena la respuesta de iARN mediante un mecanismo que auln no se ha caracterizado completamente.

Dicer esta implicada en el procesamiento del ARNbc para dar fragmentos pequefios de ARNbc conocidos como
ARN de interferencia pequefios (ARNip) (Zamore et al., 2000, Cell, 101, 25-33; Bass, 2000, Cell, 101, 235; Berstein
et al., 2001, Nature, 409, 363). Los ARNip derivados de la actividad de Dicer pueden tener de aproximadamente 21
a aproximadamente 23 nucledtidos de longitud e incluyen aproximadamente 19 duplex de pares de bases (Zamore
et al.,, 2000, Cell, 101, 25-33; Elbashir et al., 2001, Genes Dev., 15, 188). Dicer también se ha implicado en la
escision de ARN temporales pequefios (ARNtp) de 21 y 22 nucledtidos a partir de ARN precursor de estructura
conservada que estan implicados en el control de la traduccion (Hutvagner et al., 2001, Science, 293, 834). La
respuesta de iARN también presenta un complejo de endonucleasa, comiunmente denominado complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC), que media en la escision de ARN monocatenario que tiene una secuencia
complementaria a la cadena antisentido del duplex de ARNip. La escision del ARN diana tiene lugar en el centro de
la region complementaria a la cadena antisentido del duplex de ARNip (Elbashir et al., 2001, Genes Dev., 15, 188).

Se ha estudiado la iIARN en una variedad de sistemas. Fire et al., 1998, Nature, 391, 806, fueron los primeros en
observar iARN en C. elegans. Bahramian y Zarbl, 1999, Molecular and Cellular Biology, 19, 274-283 y Wianny y
Goetz, 1999, Nature Cell Biol., 2, 70, describen la iARN mediada por ARNbc en sistemas de mamiferos. Elbashir et
al., 2001, Nature, 411, 494 y Tuschl et al., documento WO0175164, describen la iARN inducida mediante
introduccion de duplex de ARN de 21 nucleétidos sintéticos en células de mamifero en cultivo incluyendo células
Hela y de rifidn embrionario humano. Un trabajo reciente (Elbashir et al., 2001, EMBO J., 20, 6877 y Tuschl et al.,
documento WO0175164) ha revelado determinados requisitos para la longitud, estructura, composicion quimica y
secuencia de ARNip que son esenciales para mediar en una actividad de iARN eficaz.

Las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, que comprenden caracteristicas estructurales tal como se divulga en
el presente documento) pueden inhibir o regular por disminucion la expresion génica o la replicacion virica mediando
en la interferencia de ARN “/ARN” o el silenciamiento génico de una manera especifica de secuencia. (Véase,por
ejemplo, Zamore et al., 2000, Cell, 101, 25-33; Bass, 2001, Nature, 411, 428-429; Elbashir et al., 2001, Nature, 411,
494-498; y Kreutzer et al., documento WO0044895; Zernicka-Goetz et al., documento WO0136646; Fire, documento
W09932619; Plaetinck et al., documento WO0001846; Mello y Fire, documento WO0129058; Deschamps-
Depaillette, documento WO9907409; y Li et al., documento WO0044914; Allshire, 2002, Science, 297, 1818-1819;
Volpe et al., 2002, Science, 297, 1833-1837; Jenuwein, 2002, Science, 297, 2215-2218; y Hall et al., 2002, Science,
297, 2232-2237; Hutvagner y Zamore, 2002, Science, 297, 2056-60; McManus et al,, 2002, ARN, 8, 842-850;
Reinhart et al., 2002, Gene & Dev., 16, 1616-1626; y Reinhart & Bartel, 2002, Science, 297, 1831)

Una molécula de acido nucleico ANip puede ensamblarse a partir de dos cadenas polinucleotidicas separadas, en
las que una cadena es la cadena sentido y la otra es la cadena antisentido en las que las cadenas antisentido y
sentido son complementarias entre si (es decir cada cadena incluye una secuencia de nucleétidos que es
complementaria a la secuencia de nucleétidos en la otra cadena); tal como en las que la cadena antisentido y la
cadena sentido forman un duplex o una estructura bicatenaria que tiene cualquier longitud y estructura tal como se
describe en el presente documento para moléculas de acido nucleico tal como se proporcionan, por ejemplo, en las
que la region bicatenaria (region de duplex) tiene de aproximadamente 15 a aproximadamente 49 (por ejemplo,
aproximadamente 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48 o 49 pares de bases); la cadena antisentido incluye una secuencia de nucleétidos que es
complementaria a la secuencia de nucleétidos en una molécula de acido nucleico diana (es decir, ARNm de hsp47)
o una parte de la misma y la cadena sentido incluye una secuencia de nucleotidos correspondiente a la secuencia
de acido nucleico diana o una parte de la misma (por ejemplo, de aproximadamente 17 a aproximadamente 49 o
mas nucleétidos de las moléculas de acido nucleico en el presente documento son complementarios al acido
nucleico diana o una parte del mismo).

En determinados aspectos y realizaciones, una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip)
proporcionada en el presente documento puede ser una molécula de “longitud de RISC” o puede ser un sustrato de
Dicer tal como se describe con mas detalle a continuacion.

Una molécula de acido nucleico ANip puede incluir secuencias o regiones sentido y antisentido separadas, en la que
las regiones sentido y antisentido estan unidas covalentemente mediante moléculas de unién de nucledtidos o
distintos de nucleétidos tal como se conoce en la técnica, o alternativamente estan unidas de manera no covalente
mediante interacciones idnicas, puentes de hidrégeno, interacciones de van der Waals, interacciones hidroéfobas y/o
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interacciones de apilamiento. Las moléculas de acido nucleico pueden incluir una secuencia de nucleétidos que es
complementaria a la secuencia de nucleétidos de un gen diana. Las moléculas de acido nucleico pueden
interaccionar con la secuencia de nucledtidos de un gen diana de una manera que provoca la inhibiciéon de la
expresion del gen diana.

Alternativamente, una molécula de acido nucleico ANip se ensambla a partir de un Unico polinucleétido, en la que las
regiones sentido y antisentido complementarias entre si de las moléculas de acido nucleico estan unidas por medio
de un(os) grupo(s) de unién basado(s) en acido nucleico o no basado(s) en acido nucleico, es decir, la cadena
antisentido y la cadena sentido son parte de un Unico polinucledtido que tiene una regioén antisentido y region sentido
que se pliegan para formar una regiéon de duplex (por ejemplo, para formar una estructura de “horquilla” tal como se
conoce bien en la técnica). Tales moléculas de acido nucleico ANip pueden ser un polinucleétido con un estructura
secundaria de duplex, duplex asimétrico, horquilla u horquilla asimétrica, que tiene regiones sentido y antisentido
complementarias entre si, en las que la region antisentido incluye una secuencia de nucledtidos que es
complementaria a la secuencia de nucleétidos en una molécula de acido nucleico diana separada o una parte de la
misma y la region sentido tiene una secuencia de nucleétidos correspondiente a la secuencia de acido nucleico
diana (por ejemplo, una secuencia de ARNm de hsp47). Tales moléculas de acido nucleico ANip pueden ser un
polinucleétido monocatenario circular que tiene dos o mas estructuras de bucle y un tallo que comprende regiones
sentido y antisentido complementarias entre si, en las que la regién antisentido incluye una secuencia de nucleétidos
que es complementaria a una secuencia de nucleétidos en una molécula de acido nucleico diana o una parte de la
misma y la region sentido tiene una secuencia de nucleétidos correspondiente a la secuencia de acido nucleico
diana o una parte de la misma, y en las que el polinucleétido circular puede procesarse o bien in vivo o bien in vitro
para generar una molécula de acido nucleico activa capaz de mediar en iARN.

Con frecuencia se usa la siguiente nomenclatura en la técnica para describir longitudes y proyecciones de moléculas
de ANip y puede usarse a lo largo de toda la memoria descriptiva y los ejemplos. En todas las descripciones de
oligonucledtidos en el presente documento, la identificacion de nucleétidos en una secuencia se facilita en el sentido
de 5’ a 3’ para cadenas tanto sentido como antisentido. Los nombres facilitados a los duplex indican la longitud de
los oligdbmeros y la presencia o ausencia de proyecciones. Por ejemplo, un duplex “21+2” contiene dos cadenas de
acido nucleico, teniendo ambas 21 nucledtidos de longitud, también denominado duplex de ARNip de 21 meros o
acido nucleico de 21 meros y que tiene una proyeccion de 2 nucleédtidos en 3'. Un disefio “21-2” se refiere a un
duplex de acido nucleico de 21 meros con una proyeccion de 2 nucleétidos en 5. Un disefio 21-0 es un duplex de
acido nucleico de 21 meros sin proyecciones (romo). Un “21+2UU” es un duplex de 21 meros con una proyeccion de
2 nucledtidos en 3’ y los 2 nucledtidos terminales en los extremos 3’ son ambos residuos de U (lo cual puede dar
como resultado apareamiento erréneo con la secuencia diana). La nomenclatura mencionada anteriormente puede
aplicarse a moléculas de ANip de diversas longitudes de cadenas, duplex y proyecciones (tal como 19-0, 21+2,
27+2, y similares). En una nomenclatura alternativa pero similar, un “25/27” es un duplex asimétrico que tiene una
cadena sentido de 25 bases y una cadena antisentido de 27 bases con una proyeccion de 2 nucleétidos en 3. Un
“27/25” es un duplex asimétrico que tiene una cadena sentido de 27 bases y una cadena antisentido de 25 bases.

Modificaciones quimicas

En determinados aspectos y realizaciones, las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal
como se proporcionan en el presente documento incluyen una o mas modificaciones (o modificaciones quimicas).
En determinadas realizaciones, tales modificaciones incluyen cualquier cambio a una molécula de acido nucleico o
polinucledtido que hara que la molécula sea diferente de un ribonucleétido o molécula de ARN convencional (es
decir, que incluye restos de adenosina, citosina, uracilo o guanosina convencionales); que puede denominarse
ribonucledtido “no modificado” o acido ribonucleico no modificado. Las bases y los polinucleétidos de ADN
tradicionales que tienen un 2’-desoxi-azucar representado por restos de adenosina, citosina, timina o guanosina
pueden denominarse “desoxirribonucledtido no modificado” o “acido desoxirribonucleico no modificado”; por
consiguiente, el término “nucledétido no modificado” o “acido nucleico no modificado” tal como se usa en el presente
documento se refiere a un “ribonucleétido no modificado” o “acido ribonucleico no modificado” a menos que se
indique claramente lo contrario. Tales modificaciones pueden ser en el azlicar de nucleétido, base de nucleétido,
grupo fosfato de nucleétido y/o la estructura principal de fosfato de un polinucleétido.

En determinadas realizaciones, pueden usarse modificaciones tal como se divulga en el presente documento para
aumentar la actividad de iARN de una molécula y/o para aumentar la estabilidad in vivo de las moléculas,
particularmente la estabilidad en suero, y/o para aumentar la biodisponibilidad de las moléculas. Los ejemplos no
limitativos de modificaciones incluyen uniones internucleotidicas o internucleosidicas; desoxinucleétidos o
didesoxirribonucledtidos en cualquier posicién y cadena de la molécula de acido nucleico; acido nucleico (por
ejemplo, acido ribonucleico) con una modificacion en la posicidon 2’ seleccionada preferiblemente de un amino,
fluoro, metoxilo, alcoxilo y alquilo; 2’-desoxirribonucledtidos, 2’0OMe-ribonucledtidos, 2’-desoxi-2’-fluoro-
ribonucledtidos, nucledtidos de “base universal”’, nucledtidos “aciclicos”, 5-C-metil-nucledtidos, grupo biotina, e
incorporacion de residuo abasico desoxilo invertido y/o glicerilo terminal, moléculas con impedimento estérico, tales
como moléculas fluorescentes y similares. Otros modificadores de nucleotidos pueden incluir 3’-desoxiadenosina
(cordicepina), 3’-azido-3'-desoxitimidina (AZT), 2’,3’-didesoxiinosina (ddl), 2’,3’-didesoxi-3'-tiacitidina (3TC), 2’,3'-
dideshidro-2’,3’-didesoxitimidina (d4T) y los nucleétidos de monofosfato de 3’-azido-3’-desoxitimidina (AZT), 2°,3-
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didesoxi-3'-tiacitidina (3TC) y 2’,3'-dideshidro-2’,3’-didesoxitimidina (d4T). A continuacién, se describen mas
detalladamente detalles adicionales sobre diversas modificaciones.

Los nucledtidos modificados incluyen aquellos que tienen una conformacion de tipo Northern (por ejemplo, ciclo de
pseudorrotacion de tipo Northern, véase, por ejemplo, Sanger, Principles of Nucleic Acid Structure, Springer-Verlag
ed., 1984). Los ejemplos no limitativos de nucledtidos que tienen una configuracion de tipo Northern incluyen
nucleétidos de ANB (por ejemplo, 2’-O,4’-C-metilen-(D-ribofuranosil)-nucleétidos); 2’-metoxietoxi(MOE)-nucleétidos;
2’-metil-tio-etilo, 2’-desoxi-2’-fluoro-nucledtidos, 2’-desoxi-2’-cloro-nucleétidos, 2’-azido-nucledtidos y 2'OMe-
nucleétidos. Se describen ANB, por ejemplo, en Elman et al., 2005; Kurreck et al., 2002; Crinelli et al., 2002; Braasch
y Corey, 2001; Bondensgaard et al., 2000; Wahlestedt et al., 2000; y los documentos WO0047599, W09914226,
WQ09839352 y WO04083430. En una realizacion, se incorpora un ANB en el extremo 5’-terminal de la cadena
sentido.

Las modificaciones quimicas también incluyen ANNB, que son analogos aciclicos distintos de nucleétidos, en los
que la unidon C2’-C3’ no esta presente (aunque los ANNB no son realmente nucledtidos, se incluyen expresamente
en el alcance de “nucledtidos “modificados” o acidos nucleicos modificados tal como se contempla en el presente
documento). En realizaciones particulares, pueden modificarse moléculas de acido nucleico con una proyeccion para
tener ANNB en las posiciones de proyeccion (es decir, proyeccion de 2 nucleétidos). En otras realizaciones, se
incluyen ANNB en los extremos 3’ 0 5’. Un ANNB puede estar ubicado en cualquier parte a lo largo de una cadena
de acido nucleico, es decir en la posiciéon 7. Las moléculas de acido nucleico pueden contener uno o mas ANNB. Se
divulgan ANNB a modo de ejemplo en Nucleic Acids Symposium Series n.° 52 pags. 133-134 (2008). En
determinadas realizaciones, las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) tal como se describe
en el presente documento, incluyen uno o mas ANNB; o un ANNB. En algunas realizaciones, una molécula de acido
nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) tal como se describe en el presente documento que tiene una
proyeccion en 3’ incluye uno o dos ANNB en la proyeccion en 3'. En algunas realizaciones, una molécula de acido
nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) tal como se describe en el presente documento incluye un ANNB (por
ejemplo, un UNA) en la cadena antisentido; por ejemplo, en la posicion 6 o la posicién 7 de la cadena antisentido.
Las modificaciones quimicas también incluyen analogos de nucleétido que no forman pares, por ejemplo, tal como
se divulga en el presente documento. Las modificaciones quimicas incluyen ademas restos no convencionales tal
como se divulga en el presente documento.

Las modificaciones quimicas también incluyen modificaciones terminales en la parte 5’ y/o 3’ de los oligonucleodtidos
y también se conocen como restos de ocupacion de centros reactivos. Tales modificaciones terminales se
seleccionan de un nucleétido, un nucledtido modificado, un lipido, un péptido y un azucar.

Las modificaciones quimicas también incluyen los “analogos de nucledtido de anillo de seis miembros” de seis
miembros. Se divulgan ejemplos de analogos de nucledtido de anillo de seis miembros en Allart, et al (Nucleosides &
Nucleotides, 1998, 17:1523-1526; y Perez-Perez, et al., 1996, Bioorg. and Medicinal Chem Letters 6:1457-1460). En
el documento WO2006047842 se divulgan oligonucledtidos que incluyen analogos de nucleétido de anillo de 6
miembros, incluyendo mondmeros de nucleétidos de hexitol y altritol.

Las modificaciones quimicas también incluyen nucleétidos “especulares” que tienen una quiralidad inversa en
comparacion con el nucledtido normal que se produce de manera natural; es decir, un nucleétido especular puede
ser un analogo de “L-nucleétido” de D-nucledtido que se produce de manera natural (véase el documento
US6602858). Los nucledtidos especulares pueden incluir ademas al menos una modificacion de azicar o base y/o
una modificacién de estructura principal, por ejemplo, tal como se describe en el presente documento, tal como un
resto fosforotioato o fosfonato. EI documento US6602858 divulga catalizadores de acido nucleico que incluyen al
menos una sustitucion de L-nucledtido. Los nucledtidos especulares incluyen, por ejemplo, L-ADN (3’-fosfato de L-
desoxirriboadenosina (dA especular); 3'-fosfato de L-desoxirribocitidina (dC especular); 3-fosfato de L-
desoxirriboguanosina (dG especular); 3'-fosfato de L-desoxirribotimidina (dT de imagen especular)) y L-ARN (3'-
fosfato de L-riboadenosina (rA especular); 3'-fosfato de L-ribocitidina (rC especular); 3'-fosfato de L-riboguanosina
(rG especular); 3'-fosfato de L-ribouracilo (dU especular)).

En algunas realizaciones, los ribonucleétidos modificados incluyen desoxirribonucleétidos modificados, por ejemplo,
5'0OMe-ADN (3'-fosfato de 5-metil-desoxirriboguanosina) que pueden ser Utiles como nucleétido en la posicion 5'-
terminal (posicion numero 1); PACE (3'-fosfonoacetato de desoxirriboadenosina, 3'-fosfonoacetato de
desoxirribocitidina, 3'-fosfonoacetato de desoxirriboguanosina, 3’-fosfonoacetato de desoxirribotimidina).

Las modificaciones pueden estar presentes en una o mas cadenas de una molécula de acido nucleico divulgada en
el presente documento, por ejemplo, en la cadena sentido, la cadena antisentido o ambas cadenas. En
determinadas realizaciones, la cadena antisentido puede incluir modificaciones y la cadena sentido puede incluir
solo ARN no modificado.

Nucleobases

Las nucleobases del acido nucleico divulgado en el presente documento pueden incluir ribonucleétidos no
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modificados (purinas y pirimidinas) tales como adenina, guanina, citosina, uracilo. Las nucleobases en una o ambas
cadenas pueden modificarse con nucleobases naturales y sintéticas tales como, timina, xantina, hipoxantina,
inosina, 2-aminoadenina, 6-metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, cualquier nucleétido de “base
universal’; 2-propilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 5-halo-uracilo y citosina, 5-propinil-uracilo y
citosina, 6-azo-uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudo-uracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, amino, tiol, tioalquilo,
hidroxilo y otras adeninas y guaninas sustituidas en 8, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas sustituidos en 5, 7-
metilguanina, desazapurinas, analogos de purinas y pirimidinas sustituidos heterociclicos, por ejemplo, aminoetiloxi-
fenoxazina, derivados de purinas y pirimidinas (por ejemplo, derivados de 1-alquilo, 1-alquenilo, heteroaromaticos y
1-alquinilo) y tautémeros de los mismos, 8-oxo-N6-metiladenina, 7-diazaxantina, 5-metilcitosina, 5-metiluracilo, 5-(1-
propinil)uracilo, 5-(1-propinil)citosina y 4,4-etanocitosina). Otros ejemplos de bases adecuadas incluyen bases
distintas de purinilo y distintas de pirimidinilo tales como 2-aminopiridina y triazinas.

Restos de azucar

Los restos de azucar en un acido nucleico divulgado en el presente documento pueden incluir resto de azucar de 2’-
hidroxi-pentofuranosilo sin ninguna modificacion. Alternativamente, los restos de azicar pueden estar modificados
tales como, resto de azulcar de 2’-desoxi-pentofuranosilo, D-ribosa, hexosa, modificacién en la posicién 2’ del resto
de azucar de pentofuranosilo tal como 2’-O-alquilo (incluyendo 2'OMe y 2’-O-etilo), es decir, 2’-alcoxilo, 2’-amino, 2-
O-alilo, 2’-S-alquilo, 2’-halégeno (incluyendo 2’-fluoro, cloro, y bromo), 2’-metoxietoxilo, 2’-O-metoxietilo, 2’-O-2-
metoxietilo, 2’-aliloxilo (-OCH;CH=CH,), 2’-propargilo, 2’-propilo, etinilo, etenilo, propenilo, CF, ciano, imidazol,
carboxilato, tioato, alquilo inferior de C4 a Cio, alquilo inferior sustituido, alcarilo o aralquilo, OCF3, OCN, O-, S- o N-
alquilo; O-, S- o N-alquenilo; SOCH3;; SO,CHs; ONO2 NO2 Ns; heterocicloalquilo; heterocicloalcarilo;
aminoalquilamino; polialquilamino o sililo sustituido, tal como se describe, entre otros, por ejemplo, en las patentes
europeas EP0586520 o EP0618925.

El grupo alquilo incluye grupos alifaticos saturados, incluyendo grupos alquilo de cadena lineal (por ejemplo, metilo,
etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, etc.), grupos alquilo de cadena ramificada
(isopropilo, terc-butilo, isobutilo, etc.), grupos cicloalquilo (aliciclicos) (ciclopropilo, ciclopentilo, ciclohexilo,
cicloheptilo, ciclooctilo), grupos cicloalquilo sustituidos con alquilo, y grupos alquilo sustituidos con cicloalquilo. En
determinadas realizaciones, un alquilo de cadena lineal o cadena ramificada tiene seis o menos atomos de carbono
en su estructura principal (por ejemplo, C1-C¢ para cadena lineal, C3-Cs para cadena ramificada), y mas
preferiblemente cuatro o menos. Asimismo, los cicloalquilos preferidos pueden tener desde tres hasta ocho atomos
de carbono en su estructura de anillo, y mas preferiblemente tienen cinco o seis carbonos en la estructura de anillo.
El término C+-Cs incluye grupos alquilo que contienen de uno a seis atomos de carbono. El grupo alquilo puede ser
un grupo alquilo sustituido tal como restos alquilo que tienen sustituyentes que sustituyen a un hidrégeno en uno o
mas carbonos de la estructura principal hidrocarbonada. Tales sustituyentes pueden incluir, por ejemplo, alquenilo,
alquinilo, halégeno, hidroxilo, alquilcarboniloxilo, arilcarboniloxilo, alcoxicarboniloxilo, ariloxicarboniloxilo, carboxilato,
alquilcarbonilo, arilcarbonilo, alcoxicarbonilo, aminocarbonilo, alquilaminocarbonilo, dialquilaminocarbonilo,
alquiltiocarbonilo, alcoxilo, fosfato, fosfonato, fosfinato, ciano, amino (incluyendo alquilamino, dialquilamino,
arilamino, diarilamino y alquilarilamino), acilamino (incluyendo alquilcarbonilamino, arilcarbonilamino, carbamoilo y
ureido), amidino, imino, sulfhidrilo, alquiltio, ariltio, tiocarboxilato, sulfatos, alquilsulfinilo, sulfonato, sulfamoilo,
sulfonamido, nitro, trifluorometilo, ciano, azido, heterociclilo, alquilarilo, o un resto aromatico o heteroaromatico.

El grupo alcoxilo incluye grupos alquilo, alquenilo y alquinilo sustituidos y no sustituidos unidos covalentemente a un
atomo de oxigeno. Los ejemplos de grupos alcoxilo incluyen grupos metoxilo, etoxilo, isopropiloxilo, propoxilo,
butoxilo y pentoxilo. Los ejemplos de grupos alcoxilo sustituidos incluyen grupos alcoxilo halogenados. Los grupos
alcoxilo pueden estar sustituidos con grupos tales como alquenilo, alquinilo, halégeno, hidroxilo, alquilcarboniloxilo,
arilcarboniloxilo, alcoxicarboniloxilo, ariloxicarboniloxilo, carboxilato, alquilcarbonilo, arilcarbonilo, alcoxicarbonilo,
aminocarbonilo, alquilaminocarbonilo, dialquilaminocarbonilo, alquiltiocarbonilo, alcoxilo, fosfato, fosfonato, fosfinato,
ciano, amino (incluyendo alquilamino, dialquilamino, arilamino, diarilamino y alquilarilamino), acilamino (incluyendo
alquilcarbonilamino, arilcarbonilamino, carbamoilo y ureido), amidino, imino, sulfhidrilo, alquiltio, ariltio, tiocarboxilato,
sulfatos, alquilsulfinilo, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, nitro, trifluorometilo, ciano, azido, heterociclilo, alquilarilo,
o restos aromaticos o heteroaromaticos. Los ejemplos de grupos alcoxilo sustituidos con halégeno incluyen, pero no
se limitan a, fluorometoxilo, difluorometoxilo, trifluorometoxilo, clorometoxilo, diclorometoxilo, triclorometoxilo, etc.

En algunas realizaciones, el anillo de pentafuronosilo puede sustituirse con derivados aciclicos que carecen de la
union C2’-C3 del anillo de pentafuronosilo. Por ejemplo, los aciclonucleétidos pueden sustituir el azucar 2’-
desoxirribofuranosilo normalmente presente en dNMP por un grupo 2-hidroxietoximetilo.

Los haldgenos incluyen fltor, bromo, cloro, yodo.

Estructura principal

Las subunidades nucleosidicas del acido nucleico divulgado en el presente documento pueden estar unidas entre si
mediante un enlace fosfodiéster. El enlace fosfodiéster puede sustituirse opcionalmente por otras uniones. Por
ejemplo, fosforotioato, entidades de tiofosfato-D-ribosa, triéster, tioato, estructura principal con puente en 2’-5
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(también puede denominarse 5-2' o 2’-5-nucleétido o 2’-5'-ribonucledtido), PACE, 3’(o -5’)-desoxi-3’(o -5')-tio-
fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenatos, 3’(o -5)-desoxifosfinatos, boranofosfatos, 3'(o -5’)-desoxi-3’(0 5’-)-
aminofosforamidatos, hidrogenofosfonatos, fosfonatos, ésteres de boranofosfato, fosforamidatos, fosfonatos de
alquilo o arilo y modificaciones de fosfotriéster tales como alquilfosfotriésteres, fosfotriéster, uniones con fosforo, 5'-
etoxifosfodiéster, P-alquiloxifosfotriéster, metilfosfonato y uniones que no contienen fésforo, por ejemplo, uniones de
carbonato, carbamato, sililo, azufre, sulfonato, sulfonamida, formacetal, tioformacetilo, oxima, metilenimino,
metilenmetilimino, metilenhidrazo, metilendimetilhidrazo y metilenoximetilimino.

Las moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente documento pueden incluir una estructura principal de
acido nucleico peptidico (ANP). La estructura principal de ANP incluye unidades de N-(2-aminoetil)-glicina de
repeticion unidas mediante enlaces peptidicos. Las diversas bases tales como purina, pirimidina, bases naturales y
sintéticas estan unidas a la estructura principal mediante enlaces de metilencarbonilo.

Fosfatos terminales

Pueden realizarse modificaciones en los grupos fosfato terminales. Pueden usarse ejemplos no limitativos de
diferentes quimicas de estabilizacion, por ejemplo, para estabilizar el extremo 3’ de secuencias de acido nucleico,
incluyendo desoxirribosa invertida (3-3’); desoxirribonucleétido; (5’-3')-3’-desoxirribonucledétido; (5’-3’)-ribonucleétido;
(5’-3")-3’-O-metil-ribonucledtido;  3’-glicerilo; (3'-5’)-3’-desoxirribonucledtido; (3’-3')-desoxirribonucledtido; (5-2')-
desoxirribonucleodtido; y (5-3')-didesoxirribonucledtido. Ademas, pueden combinarse quimicas de estructura principal
no modificada con una o mas modificaciones de estructura principal diferentes descritas en el presente documento.

Los grupos fosfato terminales quimicamente modificados a modo de ejemplo incluyen los mostrados a continuacion:

? ; ot
0-p-0— O-p-0— 0—P—0—
H v H Cl

Equivalente de acido sulfénico o
equivalente de vanadilo con
cualguier combinacién de otras
modificaciones en el presente
documento

Conjugados

Los nucledtidos y las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) modificados tal como se
proporciona en el presente documento pueden incluir conjugados, por ejemplo, un conjugado unido covalentemente
a la molécula de acido nucleico quimicamente modificada. Los ejemplos no limitativos de conjugados incluyen
conjugados y ligandos descritos en Vargeese et al., documento estadounidense con n.° de serie 10/427.160. El
conjugado puede estar unido covalentemente a una molécula de acido nucleico (tal como una molécula de ANip)
mediante un grupo de unién biodegradable. La molécula de conjugado puede estar unida al extremo 3’ de cualquiera
de la cadena sentido, la cadena antisentido, o0 ambas cadenas de la molécula de acido nucleico quimicamente
modificada. La molécula de conjugado puede estar unida al extremo 5 de cualquiera de la cadena sentido, la
cadena antisentido, o ambas cadenas de la molécula de acido nucleico quimicamente modificada. La molécula de
conjugado puede estar unida tanto al extremo 3’ como al extremo 5’ de cualquiera de la cadena sentido, la cadena
antisentido, o ambas cadenas de la molécula de acido nucleico quimicamente modificada, o cualquier combinacién

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 689 696 T3

de las mismas. En una realizacion, una molécula de conjugado puede incluir una molécula que facilita el suministro
de una molécula de acido nucleico quimicamente modificada en un sistema bioldgico, tal como una célula. En otra
realizacion, la molécula de conjugado unida a la molécula de acido nucleico quimicamente modificada es un
polietilenglicol, seroalbumina humana, o un ligando para un receptor celular que puede mediar en la captacion
celular. En Vargeese et al., documento estadounidense con n.° de serie 10201394 se describen ejemplos de
moléculas de conjugado especificas contempladas por la presente descripcion que pueden unirse a moléculas de
acido nucleico quimicamente modificadas.

Grupos de union

Una molécula de acido nucleico proporcionada en el presente documento (por ejemplo, un ANip) puede incluir un
grupo de unioén de nucledtido, distinto de nucleétido, o mixto de nucledtido/distinto de nucledtido que une la region
sentido del acido nucleico con la region antisentido del acido nucleico. Un grupo de unidn de nucleétido puede ser un
grupo de unién de =2 nucledtidos de longitud, por ejemplo, de aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 nucledtidos
de longitud. El grupo de unién de nucleétido puede ser un aptamero de acido nucleico. Por “aptamero” o “aptamero
de acido nucleico” tal como se usa en el presente documento se hace referencia a una molécula de acido nucleico
que se une especificamente a una molécula diana en la que la molécula de acido nucleico tiene una secuencia que
incluye una secuencia reconocida por la molécula diana en su entorno natural. Alternativamente, un aptamero puede
ser una molécula de acido nucleico que se une a una molécula diana (tal como ARNm de hsp47) en la que la
molécula diana no se une de manera natural a un acido nucleico. Por ejemplo, el aptamero puede usarse para
unirse a un dominio de union a ligando de una proteina, impidiendo de ese modo la interaccion del ligando que se
produce de manera natural con la proteina. Este es un ejemplo no limitativo y los expertos en la técnica reconoceran
que pueden generarse facilmente otras realizaciones usando técnicas generalmente conocidas en la técnica. Véase,
por ejemplo, Gold et al.; 1995, Annu. Rev. Biochem., 64, 763; Brody y Gold, 2000, J. Biotechnol., 74, 5; Sun, 2000,
Curr. Opin. Mol. Ther., 2, 100; Kusser, 2000, J. Biotechnol., 74, 27; Hermann y Patel, 2000, Science, 287, 820; y
Jayasena, 1999, Clinical Chemistry, 45, 1628.

Un grupo de unién distinto de nucledétido puede incluir un nucleétido abasico, poliéter, poliamina, poliamida, péptido,
hidrato de carbono, lipido, polihidrocarbono, u otros compuestos poliméricos (por ejemplo, polietilenglicoles tales
como los que tienen entre 2 y 100 unidades de etilenglicol). Los ejemplos especificos incluyen los descritos por
Seela y Kaiser, Nucleic Acids Res. 1990, 18:6353 y Nucleic Acids Res. 1987, 15:3113; Cload y Schepartz, J. Am.
Chem. Soc. 1991, 113:6324; Richardson y Schepartz, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113:5109; Ma et al., Nucleic Acids
Res. 1993, 21:2585 y Biochemistry 1993, 32:1751; Durand et al., Nucleic Acids Res. 1990, 18:6353; McCurdy et al.,
Nucleosides & Nucleotides 1991, 10:287; Jschke et al., Tetrahedron Lett. 1993, 34:301; Ono et al., Biochemistry
1991, 30:9914; Arnold et al., WO8902439; Usman et al., documento W09506731; Dudycz et al., documento
WO09511910 y Ferentz y Verdine, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113:4000.

Extremos 5’, extremos 3’ y proyecciones

Las moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente documento (por ejemplo, moléculas de ANip) pueden
tener extremos romos en ambos lados, tener proyecciones en ambos lados, o una combinacion de extremos romos
y con proyeccion. Pueden producirse proyecciones en el extremo o bien 5 o bien 3’ de la cadena sentido o
antisentido.

Los extremos 5’ y/o 3’ de moléculas de acido nucleico bicatenario (por ejemplo, ANip) pueden ser extremos romos o
tener una proyeccion. El extremo 5’ puede ser un extremo romo y el extremo 3’ tener una proyeccién o bien en la
cadena sentido o bien en la cadena antisentido. En otras realizaciones, el extremo 3’ puede ser un extremo romo y
el extremo 5’ tener una proyeccién o bien en la cadena sentido o bien en la cadena antisentido. En aun otras
realizaciones, los extremos tanto 5 como 3’ son extremos romos o los extremos tanto 5 como 3’ tienen
proyecciones.

El extremo 5’ y/o 3’ de una o ambas cadenas del acido nucleico puede incluir un grupo hidroxilo libre. El extremo 5’
y/o 3’ de cualquier cadena de molécula de acido nucleico puede estar modificado para incluir una modificacion
quimica. Tal modificacion puede estabilizar moléculas de acido nucleico, por ejemplo, el extremo 3’ puede tener una
estabilidad aumentada debido a la presencia de la modificacion de la molécula de acido nucleico. Los ejemplos de
modificaciones de extremos (por ejemplo, grupos de ocupacion de centros reactivos terminales) incluyen, pero no se
limitan a, abasico, abasico desoxilo, abasico (desoxilo) invertido, glicerilo, dinucledtido, nucledtido aciclico, amino,
fluoro, cloro, bromo, CN, CF, metoxilo, imidazol, carboxilato, tioato, alquilo inferior de C1 a Cio, alquilo inferior
sustituido, alcarilo o aralquilo, OCF3, OCN, O-, S- o N-alquilo; O-, S- o N-alquenilo; SOCH3; SO,CHs; ONOg2; NO2, N3;
heterocicloalquilo; heterocicloalcarilo; aminoalquilamino; polialquilamino o sililo sustituido, tal como se describe, entre
otros, en las patentes europeas EP586520 y EP618925 y otras modificaciones divulgadas en el presente
documento.

Las moléculas de acido nucleico incluyen aquellas con extremos romos, es decir, extremos que no incluyen ningun

nucledétido de proyeccion. Una molécula de acido nucleico puede incluir uno o mas extremos romos. La molécula de
acido nucleico con extremos romos tiene un numero de pares de bases igual al nimero de nucleétidos presentes en
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cada cadena de la molécula de acido nucleico. La molécula de acido nucleico puede incluir un extremo romo, por
ejemplo, en la que el extremo 5 de la cadena antisentido y el extremo 3’ de la cadena sentido no tienen ningun
nucledtido de proyeccion. La molécula de acido nucleico puede incluir un extremo romo, por ejemplo, en la que el
extremo 3’ de la cadena antisentido y el extremo 5’ de la cadena sentido no tienen ningun nucleétido de proyeccion.
Una molécula de acido nucleico puede incluir dos extremos romos, por ejemplo, en la que el extremo 3’ de la cadena
antisentido y el extremo 5’ de la cadena sentido asi como el extremo 5’ de la cadena antisentido y extremo 3’ de la
cadena sentido no tienen ningun nucledtido de proyeccion. Otros nucledtidos presentes en una molécula de acido
nucleico con extremos romos pueden incluir, por ejemplo, apareamientos erréneos, abombamientos, bucles, o pares
de bases con titubeo para modular la actividad de la molécula de acido nucleico para mediar en la interferencia de
ARN.

En determinadas realizaciones de las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) proporcionadas
en el presente documento, al menos un extremo de la molécula tiene una proyecciéon de al menos un nucleétido (por
ejemplo, de uno a ocho nucledtidos de proyeccioén). Por ejemplo, una o ambas cadenas de una molécula de acido
nucleico bicatenario divulgada en el presente documento pueden tener una proyeccion en el extremo 5’ o en el
extremo 3’ 0 ambos. Puede estar presente una proyeccion en cualquiera o ambas de la cadena sentido y la cadena
antisentido de la molécula de acido nucleico. La longitud de la proyeccion puede ser de tan solo un nucleétido y de
hasta uno a ocho o mas nucledtidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 nucledtidos; en algunas realizaciones
preferidas, una proyeccion tiene 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 nucledtidos; por ejemplo, una proyeccion puede tener 2
nucledtidos). Elllos nucledtido(s) que forma(n) la proyeccion puede(n) incluir desoxirribonucledtido(s),
ribonucledtido(s), nucleobases naturales y no naturales o cualquier nucleétido modificado en el azucar, la base o el
grupo fosfato tal como se divulga en el presente documento. Una molécula de acido nucleico bicatenario puede
tener proyecciones tanto 5’ como 3'. Las proyecciones en el extremo 5’ y 3’ pueden tener diferentes longitudes. Una
proyeccion puede incluir al menos una modificacion de acido nucleico que puede ser un desoxirribonucleétido.
Puede haber uno o mas desoxirribonucleétidos en el extremo 5'-terminal. El extremo 3’ de la cadena contraria
respectiva de la molécula de acido nucleico puede no tener una proyeccion, mas preferiblemente no una proyeccion
de desoxirribonucleétidos. El uno o mas desoxirribonucleétidos pueden estar en el extremo 3’-terminal. El extremo 5’
de la cadena contraria respectiva del ARNbc puede no tener una proyeccion, mas preferiblemente no una
proyeccion de desoxirribonucleotidos. La proyeccion en el extremo o bien 5’ o bien 3’ de una cadena puede tener de
uno a ocho (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) nucledtidos que no forman pares, preferiblemente,
la proyeccion tiene de dos a tres nucledtidos que no forman pares; mas preferiblemente dos nucleétidos que no
forman pares. Las moléculas de acido nucleico pueden incluir moléculas de acido nucleico de duplex con extremos
con proyeccion de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9,10, 11, 12,13, 1, 15, 16, 17, 18, 19 o 20); preferiblemente de uno a ocho (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3,
4,5, 6, 7 u 8) nucledtidos, por ejemplo, duplex de aproximadamente 21 nucleétidos con aproximadamente 19 pares
de bases y proyecciones de mononucleétidos, dinucledtidos o trinucledtidos 3’-terminales. Las moléculas de acido
nucleico en el presente documento pueden incluir moléculas de acido nucleico de duplex con extremos romos, en
las que ambos extremos son romos, o alternativamente, en las que uno de los extremos es romo. Las moléculas de
acido nucleico divulgadas en el presente documento pueden incluir uno o0 mas extremos romos, es decir en las que
un extremo romo no tiene ningun nucleétido de proyeccion. En una realizacion, la molécula de acido nucleico con
extremos romos tiene un numero de pares de bases igual al niumero de nucleétidos presentes en cada cadena de la
molécula de acido nucleico. La molécula de acido nucleico puede incluir un extremo romo, por ejemplo, en la que el
extremo 5’ de la cadena antisentido y el extremo 3’ de la cadena sentido no tienen ningln nucledtido de proyeccion.
La molécula de acido nucleico puede incluir un extremo romo, por ejemplo, en la que el extremo 3’ de la cadena
antisentido y el extremo 5’ de la cadena sentido no tienen ningudn nucleétido de proyeccion. Una molécula de acido
nucleico puede incluir dos extremos romos, por ejemplo, en la que el extremo 3’ de la cadena antisentido y el
extremo 5’ de la cadena sentido asi como el extremo 5’ de la cadena antisentido y extremo 3’ de la cadena sentido
no tienen ningun nucleétido de proyeccion. En determinadas realizaciones preferidas los compuestos de acido
nucleico tienen extremos romos. Otros nucleétidos presentes en una molécula de ANip con extremos romos pueden
incluir, por ejemplo, apareamientos erroneos, abombamientos, bucles o pares de bases con titubeo para modular la
actividad de la molécula de acido nucleico para mediar en la interferencia de ARN.

En muchas realizaciones uno o mas, o todos, de los nucleétidos de proyeccion de una molécula de acido nucleico
(por ejemplo, una molécula de ANip) tal como se describe en el presente documento estan modificados tal como se
describe en el presente documento; por ejemplo, uno o mas, o todos, de los nucledtidos pueden ser 2'-
desoxinucledtidos.

Cantidad, ubicacién y patrones de modificaciones

Las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) divulgadas en el presente documento pueden
incluir nucledtidos modificados como porcentaje del nimero total de nucleotidos presentes en la molécula de acido
nucleico. Como tal, una molécula de acido nucleico puede incluir de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el
100 % de nucledtidos modificados (por ejemplo, aproximadamente el 5 %, el 10 %, el 15 %, el 20 %, el 25 %, el
30 %, el 35 %, €l 40 %, el 45 %, €l 50 %, el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el
95 % o el 100 % de nucledtidos modificados). El porcentaje real de nucledtidos modificados presentes en una
molécula de acido nucleico dada dependera del nimero total de nucledtidos presentes en el acido nucleico. Si la
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molécula de acido nucleico es monocatenaria, el porcentaje de modificacién puede basarse en el numero total de
nucledtidos presentes en la molécula de acido nucleico monocatenaria. Asimismo, si la molécula de acido nucleico
es bicatenaria, el porcentaje de modificacion puede basarse en el numero total de nucleotidos presentes en la
cadena sentido, cadena antisentido, o las cadenas tanto sentido como antisentido.

Las moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente documento pueden incluir ARN no modificado como
porcentaje de los nucleotidos totales en la molécula de acido nucleico. Como tal, una molécula de acido nucleico
puede incluir de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 100 % de nucledtidos modificados (por ejemplo,
aproximadamente el 5 %, el 10 %, el 15 %, el 20 %, el 25 %, el 30 %, el 35 %, el 40 %, el 45 %, el 50 %, el 55 %, el
60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, €l 95 % o el 100 % de los nucleétidos totales presentes
en una molécula de acido nucleico).

Una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) puede incluir una cadena sentido que incluye
de aproximadamente una a aproximadamente cinco, de manera especifica aproximadamente 1, 2, 3, 4 o 5 uniones
internucleotidicas de fosforotioato, y/o uno o mas (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, o mas) 2’-desoxilo,
2'OMe, 2’-desoxi-2'-fluoro, y/o uno o mas (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, o mas) nucledtidos
universales con bases modificadas, y opcionalmente una molécula de ocupacion de centros reactivos terminal en el
extremo 3, el extremo 5’, o los extremos tanto 3’ como 5 de la cadena sentido; y en la que la cadena antisentido
incluye de aproximadamente una a aproximadamente cinco o mas, de manera especifica aproximadamente 1, 2, 3,
4, 5, o mas uniones internucleotidicas de fosforotioato, y/o uno o mas (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10 o mas) 2’-desoxilo, 2’0OMe, 2’-desoxi-2’-fluoro, y/o uno o mas (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10 o mas) nucledtidos universales con bases modificadas, y opcionalmente una molécula de ocupacion de
centros reactivos terminal en el extremo 3’, el extremo 5’, o los extremos tanto 3’ como 5’ de la cadena antisentido.
Una molécula de acido nucleico puede incluir aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o mas, nucleédtidos de
pirimidina de la cadena de acido nucleico sentido y/o antisentido que estan quimicamente modificados con 2’-desoxi,
2'0OMe y/o 2’-desoxi-2’-fluoro-nucleétidos, con o sin de aproximadamente una a aproximadamente cinco o mas, por
ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, o mas uniones internucleotidicas de fosforotioato y/o una molécula de
ocupacion de centros reactivos terminal en el extremo 3’, el extremo 5’, o los extremos tanto 3' como 5, que esta
presente en la misma cadena o una cadena diferente.

Una molécula de acido nucleico puede incluir de aproximadamente una a aproximadamente cinco o mas (de manera
especifica aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, o mas) uniones internucleotidicas de fosforotioato en cada cadena de la
molécula de acido nucleico.

Una molécula de acido nucleico puede incluir uniones internucleotidicas 2’-5’, por ejemplo, en el extremo 3’, el
extremo 5', o los extremos tanto 3' como 5’ de una o ambas cadenas de secuencia de acido nucleico. Ademas, la(s)
union/uniones internucleotidica(s) 2-5' puede(n) estar presente(s) en diversas otras posiciones dentro de una o
ambas cadenas de secuencia de acido nucleico, por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, o mas
incluyendo cada unién internucleotidica de un nucleétido de pirimidina en una o ambas cadenas de la molécula de
ANip puede incluir una unioén internucleotidica 2’-5’, o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o mas incluyendo
cada unién internucleotidica de un nucleétido de purina en una o ambas cadenas de la molécula de ANip puede
incluir una unién internucleotidica 2’-5'.

Una molécula de acido nucleico de interferencia pequefo (ANip) quimicamente modificada puede incluir una region
antisentido, en la que cualquier (por ejemplo, uno o mas o todos) nucleétido de pirimidina presente en la region
antisentido es nucleodtido de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina (por ejemplo, en la que todos los nucledtidos de pirimidina
son nucledtidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina o alternativamente una pluralidad de nucleétidos de pirimidina son
nucledtidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina), y en la que cualquier (por ejemplo, uno o mas o todos) nucleétido de
purina presente en la region antisentido es nucleétido de 2'-desoxi-purina (por ejemplo, en la que todos los
nucledtidos de purina son nucleétidos de 2’-desoxi-purina o alternativamente una pluralidad de nucleétidos de purina
son nucledtidos de 2’-desoxi-purina).

Una molécula de acido nucleico de interferencia pequefio (ANip) quimicamente modificada puede incluir una region
antisentido, en la que cualquier (por ejemplo, uno o mas o todos) nucleétido de pirimidina presente en la region
antisentido es nucleodtido de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina (por ejemplo, en la que todos los nucleétidos de pirimidina
son nucledtidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina o alternativamente una pluralidad de nucleétidos de pirimidina son
nucledtidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina), y en la que cualquier (por ejemplo, uno o mas o todos) nucleétido de
purina presente en la region antisentido es nucleétido de 2’0OMe-purina (por ejemplo, en la que todos los nucleétidos
de purina son nucleétidos de 2’'0OMe-purina o alternativamente una pluralidad de nucleétidos de purina son
nucleétidos de 2’0OMe-purina).

Una molécula de ANip quimicamente modificada capaz de mediar en la interferencia de ARN (iARN) frente a hsp47
dentro de una célula o sistema in vitro reconstituido puede incluir una regiéon sentido, en la que uno o mas
nucledtidos de pirimidina presentes en la regién sentido son nucleétidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina (por
ejemplo, en la que todos los nucledtidos de pirimidina son nucleédtidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina o
alternativamente una pluralidad de nucleétidos de pirimidina son nucleétidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina), y uno
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o mas nucledtidos de purina presentes en la region sentido son nucleétidos de 2’-desoxi-purina (por ejemplo, en la
que todos los nucledtidos de purina son nucledtidos de 2’-desoxi-purina o alternativamente una pluralidad de
nucledtidos de purina son nucledtidos de 2’-desoxi-purina), y una region antisentido, en la que uno o mas
nucledtidos de pirimidina presentes en la regién antisentido son nucleétidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina (por
ejemplo, en la que todos los nucledtidos de pirimidina son nucleédtidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina o
alternativamente una pluralidad de nucleétidos de pirimidina son nucleétidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina), y uno
0 mas nucledtidos de purina presentes en la region antisentido son nucledtidos de 2’0OMe-purina (por ejemplo, en la
que todos los nucledtidos de purina son nucledtidos de 2'OMe-purina o alternativamente una pluralidad de
nucledtidos de purina son nucleétidos de 2’0OMe-purina). La region sentido y/o la regiéon antisentido pueden tener
una modificacién de ocupacién de centros reactivos terminal, tal como cualquier modificacion que esta
opcionalmente presente en el extremo 3’, el extremo 5’, o los extremos tanto 3’ como 5’ de la secuencia sentido y/o
antisentido. La region sentido y/o antisentido puede incluir opcionalmente ademas una proyeccion de nucleétidos 3'-
terminal que tiene de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3 0 4) 2-
desoxinucledtidos. Los nucleotidos de proyeccion pueden incluir ademas una o mas (por ejemplo, aproximadamente
1, 2, 3, 4 o mas) uniones internucleotidicas de fosforotioato, fosfonoacetato y/o tiofosfonoacetato. Los nucleétidos de
purina en la region sentido pueden ser alternativamente nucleétidos de 2’0OMe-purina (por ejemplo, en la que todos
los nucledtidos de purina son nucleétidos de 2’0OMe-purina o alternativamente una pluralidad de nucleétidos de
purina son nucleotidos de 2’OMe-purina) y uno o mas nucleétidos de purina presentes en la regiéon antisentido son
nucleétidos de 2’0OMe-purina (por ejemplo, en la que todos los nucleétidos de purina son nucledtidos de 2’OMe-
purina o alternativamente una pluralidad de nucleétidos de purina son nucleétidos de 2'OMe-purina). Uno o mas
nucledtidos de purina en la region sentido pueden ser alternativamente ribonucleétidos de purina (por ejemplo, en la
que todos los nucleétidos de purina son ribonucleétidos de purina o alternativamente una pluralidad de nucleétidos
de purina son ribonucleétidos de purina) y cualquier nucleétido de purina presente en la region antisentido es
nucleétido de 2’0OMe-purina (por ejemplo, en la que todos los nucleétidos de purina son nucledtidos de 2'OMe-purina
o alternativamente una pluralidad de nucledtidos de purina son nucledtidos de 2’OMe-purina). Uno o mas
nucledtidos de purina en la regidon sentido y/o presentes en la regién antisentido pueden seleccionarse
alternativamente del grupo que consiste en 2’-desoxi-nucleétidos, nucleétidos de ANB, 2’-metoxietil-nucleotidos, 4'-
tionucledtidos, y 2’0OMe-nucledtidos (por ejemplo, en la que todos los nucleétidos de purina se seleccionan del grupo
que consiste en 2’-desoxi-nucledtidos, nucledtidos de ANB, 2-metoxietil-nucledtidos, 4'-tionucledtidos, y 2'OMe-
nucledtidos o alternativamente una pluralidad de nucleétidos de purina se seleccionan del grupo que consiste en 2’-
desoxi-nucleodtidos, nucledtidos de ANB, 2’-metoxietil-nucledtidos, 4’-tionucledtidos, y 2’0OMe-nucledtidos).

En algunas realizaciones, una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) tal como se describe
en el presente documento incluye un nucleétido modificado (por ejemplo, un nucleétido modificado) en la cadena
antisentido; por ejemplo, en la posicion 6 o la posicion 7 de la cadena antisentido.

Patrones de modificacién y modificaciones alternantes

Las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) proporcionadas en el presente documento
pueden tener patrones de acidos nucleicos modificados y no modificados. Un patron de modificacion de los
nucledtidos en un tramo contiguo de nucleétidos puede ser una modificacion contenida dentro de un unico
nucledtido o grupo de nucledtidos que estan unidos covalentemente entre si a través de enlaces fosfodiéster
convencionales o, al menos parcialmente, a través de enlaces fosforotioato. Por consiguiente, no se necesita
necesariamente que un “patrén”, tal como se contempla en el presente documento, implique unidades de repeticion,
aunque puede ser asi. Los ejemplos de patrones de modificacién que pueden usarse junto con las moléculas de
acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) proporcionadas en el presente documento incluyen aquellos
divulgados en Giese, documento US7452987. Por ejemplo, las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas
de ANip) proporcionadas en el presente documento incluyen aquellas con patrones de modificacion tales como,
similares a, o los mismos que, los patrones mostrados esquematicamente en la figura 2 del documento US7452987.

Puede haber un nucleétido modificado o grupo de nucledtidos modificados en el extremo 5 o el extremo 3’ de la
cadena sentido o antisentido, un nucleétido o grupo de nucleétidos flanqueante esta dispuesto a ambos lados del
nucledtido o grupo modificado, en el que el nucleétido o grupo flanqueante o bien no esta modificado o bien no tiene
la misma modificacion del nucledtido o grupo de nucleétidos anterior. Sin embargo, el nucledtido o grupo de
nucledtidos flanqueante puede tener una modificacion diferente. Esta secuencia de nucleétido modificado o grupo de
nucleétidos modificados, respectivamente, y nucleétido no modificado o modificado de manera diferente o grupo de
nucleétidos no modificados o modificados de manera diferente puede repetirse una o mas veces.

En algunos patrones, el nucleétido 5-terminal de una cadena es un nucleétido modificado mientras que en otros
patrones el nucleétido 5’-terminal de una cadena es un nucleétido no modificado. En algunos patrones, el extremo 5’
de una cadena comienza con un grupo de nucleétidos modificados mientras que en otros patrones, el extremo 5'-
terminal es un grupo de nucledétidos no modificados. Este patrén puede estar o bien en el primer tramo o bien en el
segundo tramo de la molécula de acido nucleico o bien en ambos.

Los nucledtidos modificados de una cadena de la molécula de acido nucleico pueden ser complementarios en la
posicion a los nucleétidos o grupos de nucleétidos modificados o no modificados de la otra cadena.
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Puede haber un desplazamiento de fase entre modificaciones o patrones de modificaciones en una cadena con
respecto al patrén de modificacion de la otra cadena de tal manera que los grupos de modificacién no se solapan.
En un caso, el desplazamiento es tal que el grupo de nucledtidos modificados de la cadena sentido corresponde al
grupo de nucleétidos no modificados de la cadena antisentido y viceversa.

Puede haber un desplazamiento parcial del patron de modificacion de tal manera que los grupos modificados se
solapan. Los grupos de nucledtidos modificados en cualquier cadena dada pueden tener opcionalmente la misma
longitud, pero pueden tener longitudes diferentes. De manera similar, los grupos de nucleétidos no modificados en
cualquier cadena dada pueden tener opcionalmente la misma longitud, o longitudes diferentes.

En algunos patrones, el segundo (penultimo) nucleétido en el extremo terminal de la cadena es un nucleétido no
modificado o el comienzo de un grupo de nucledtidos no modificados. Preferiblemente, este nucledtido no
modificado o grupo de nucledtidos no modificados esta ubicado en el extremo 5’ de cualquiera o ambas de las
cadenas sentido y antisentido e incluso mas preferiblemente en el extremo terminal de la cadena sentido. Un
nucledtido no modificado o grupo de nucleétidos no modificados puede estar ubicado en el extremo 5’ de la cadena
sentido. En una realizaciéon preferida el patron consiste en nucledtidos modificados y no modificados individuales
alternantes.

Algunas moléculas de acido nucleico bicatenario incluyen un nucleétido modificado con 2’0OMe y un nucleétido no
modificado, preferiblemente un nucleétido que no esta modificado con 2’0OMe, se incorporan en ambas cadenas de
manera alternante, dando como resultado un patrén de nucleétidos modificados con 2’OMe y nucleétidos que o bien
no estan modificados o bien al menos no incluyen una modificacion con 2’0OMe alternantes. En determinadas
realizaciones, la misma secuencia de modificacion con 2’0OMe y sin modificacion existe en la segunda cadena; en
otras realizaciones los nucledtidos modificados con 2’0OMe alternantes solo estan presentes en la cadena sentido y
no estan presentes en la cadena antisentido; y en aun otras realizaciones los nucleétidos modificados con 2’0OMe
alternantes solo estan presentes en la cadena sentido y no estan presentes en la cadena antisentido. En
determinadas realizaciones, existe un desplazamiento de fase entre las dos cadenas de tal manera que el nucleétido
modificado con 2’OMe en la primera cadena forma pares de bases con un(os) nucleétido(s) no modificado(s) en la
segunda cadena y viceversa. Esta disposicion particular, es decir la formacion de pares de bases de nucledtido(s)
modificado(s) con 2’OMe y no modificado(s) en ambas cadenas, se prefiere particularmente en determinadas
realizaciones. En determinadas realizaciones, el patrén de nucleétidos modificados con 2’OMe alternantes existe a
lo largo de toda la molécula de acido nucleico; o toda la regién de duplex. En otras realizaciones el patron de
nucledtidos modificados con 2’0OMe alternantes solo existe en una parte del acido nucleico; o toda la regién de
duplex.

En patrones con “desplazamiento de fase”, puede preferirse si la cadena antisentido comienza con un nucleétido
modificado con 2’0OMe en el extremo 5’ mientras que por consiguiente el segundo nucledétido no esta modificado, el
tercero, quinto, séptimo nucleodtidos, y asi sucesivamente, estan por tanto de nuevo modificados con 2’0OMe mientras
que el segundo, cuarto, sexto, octavo y similares nucleétidos son nucledtidos no modificados.

Patrones y ubicaciones de modificacion

Aunque se proporcionan patrones a modo de ejemplo con mas detalle a continuacion, se contemplan todas las
permutaciones de patrones con todas las caracteristicas posibles de las moléculas de acido nucleico divulgadas en
el presente documento y las conocidas en la técnica (por ejemplo, las caracteristicas incluyen, pero no se limitan a,
longitud de cadena sentido, longitud de cadena antisentido, longitud de regién de duplex, longitud de proyeccion, si
uno o ambos extremos de una molécula de acido nucleico bicatenario son romos o tienen una proyeccion, ubicacion
de acido nucleico modificado, nimero de acidos nucleicos modificados, tipos de modificaciones, si una molécula de
acido nucleico con proyeccion doble tiene el mismo nimero o un nimero diferente de nucleétidos en la proyeccion
de cada lado, si se usa uno o mas de un tipo de modificacion en una molécula de acido nucleico, y el nimero de
nucledtidos modificados/no modificados contiguos). Con respecto a todos los ejemplos detallados proporcionados a
continuacion, aunque se muestra que la regiéon de duplex tiene 19 nucledtidos, las moléculas de acido nucleico
proporcionadas en el presente documento pueden tener una region de duplex que oscila entre 1 y 49 nucledtidos de
longitud ya que cada cadena de una regién de duplex puede tener independientemente 17-49 nucledtidos de
longitud. En el presente documento se proporcionan patrones a modo de ejemplo.

Las moléculas de acido nucleico pueden tener un extremo romo (cuando n es 0) en ambos extremos que incluyen
un conjunto Unico o contiguo de acidos nucleicos modificados. El acido nucleico modificado puede estar ubicado en
cualquier posicion a lo largo de la cadena sentido o antisentido. Las moléculas de acido nucleico pueden incluir un
grupo de aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40; 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 o 49 nucledtidos modificados
contiguos. Los acidos nucleicos modificados pueden constituir el 1 %, el 2 %, el 3 %, el 5%, el 10 %, el 15 %, el
20 %, €l 25 %, el 30 %, el 35 %, el 40 %, el 45 %, el 50 %, el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el
85 %, el 90 %, el 95 %, el 97 %, el 98 % o el 100 % de una cadena de acido nucleico. Los &acidos nucleicos
modificados de los ejemplos inmediatamente a continuacion pueden estar solo en la cadena sentido, solo en la
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cadena antisentido o en la cadena tanto sentido como antisentido.

A continuacion se muestran patrones de acido nucleico generales en los que X = nucleétido de cadena sentido en la
region de duplex; X, = nucledtido de proyeccion en 5’ en la cadena sentido; X, = nucleétido de proyeccion en 3’ en la
cadena sentido; Y = nucledtido de cadena antisentido en la region de duplex; Y, = nucleétido de proyeccion en 3’ en
la cadena antisentido; Y, = nucledtido de proyeccion en 5’ en la cadena antisentido; y M = un nucleétido modificado
en la region de duplex. Cada a y b son independientemente de 0 a 8 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8). Cada X,
Y, a y b estan independientemente modificados o no modificados. Las cadenas sentido y antisentido pueden tener
cada una independientemente 17-49 nucledtidos de longitud. Los ejemplos proporcionados a continuacién tienen
una region de duplex de 19 nucledtidos; sin embargo, las moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente
documento pueden tener una region de duplex en cualquier punto entre 17 y 49 nucleétidos y en las que cada
cadena tiene independientemente entre 17 y 49 nucledtidos de longitud.

5' XXX XXX XXX XXX XX XXXX XXX,
3 Yo YYYYYYYYYYYYYYYYYYYY,

A continuacion se muestran patrones de moléculas de acido nucleico a modo de ejemplo adicionales en los que X =
nucledtidos de cadena sentido no modificados; x = un nucleétido de proyeccion no modificado en la cadena sentido;
Y = nucleétidos de cadena antisentido no modificados; y = un nucleétido de proyeccidon no modificado en la cadena
antisentido; y M = un nucledtido modificado. Las cadenas sentido y antisentido pueden tener cada una
independientemente 17-49 nucledtidos de longitud. Los ejemplos proporcionados a continuacion tienen una region
de duplex de 19 nucledtidos; sin embargo, las moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente documento
pueden tener una region de duplex en cualquier punto entre 17 y 49 nucleétidos y en la que cada cadena tiene
independientemente entre 17 y 49 nucledétidos de longitud.

51 M XXX XXXXXXMXXXXXXXXXMn
3! M YYYYYYYYYYYYYYYYYYYM,
51 XXX XXXXXXXXXXXKXXXXX
3 YYYYYYYYYMYYYYYYYYY
5! .xxxxXxxxmmxxxxXXxxx
3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYY.
5! XXXXXXXXXXXXXXXXXXX
3! YYYYYYYYMMYYYYYYYYY
5t XXX XXX XX XMEXXXXXXX XX
3 YYYYYYYYYMYYYYYYYYY
5! XXXXXMKXXXXXXXXXXXX
3! YYYYYYYYYMYYYYYYYYY
51 MXXXXXXXKXXXXXXXXXX
3 YYYYYYYYYYYYMYYYYYY
5! L XXX XXX XXXXXKXX XX XX XM
3! YYYYYMYYYYYYYYYYYYY
5! | XXXXXXXXXMXXXXXXXX
3 MYYYYYYYYYYYYYYYYY
5" XXXXXXXMXXXXXXXXXX
3! . YYYYYYYYYYYYYYYYYM
5" xxxxxxxxxxxxxmxxxx'
3! MYYYYYYYYYYYYYYYYY
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5! MMMMMMMMMMMMMMMMMM
3 mMMMMMMMMMMMMMMMM
Las moléculas de acido nucleico pueden tener extremos romos en ambos extremos con Aacidos nucleicos

modificados alternantes. Los acidos nucleicos modificados pueden estar ubicados en cualquier posicion a lo largo de
la cadena o bien sentido o bien antisentido.

5' MXMXMXMXMXMXMXMXMXM
3! YMYMYMYMYMYMYMYMYMY
5! . XMXMXMXMXMXMXMXMXMX
3! MYMYMYMYMYMYMYMYMYM
5 MMXMMXMMXMMXMMXMMXM
3! YMMYMMYMMYMMYMMYMMY
5 : XMMXMMXMMXMMXMMXMMX
3 MMYMMYMMYMMYMMYMMYM
5' . MMMXMMMXMMMXMMMX MMM
3! YMMMYMMMYMMMYMMMY MM
5 XMMMXMMMXMMMXMMMXMM
3! MMMYMMMYMMMY MMMY MMM

Moléculas de acido nucleico con un extremo 5’ romo y un extremo con proyeccion de extremo 3’ con un Unico acido
nucleico modificado.

Moléculas de acido nucleico con una proyeccion de extremo 5 y un extremo 3’ romo con un Unico acido nucleico
modificado.

Las moléculas de acido nucleico con proyecciones en ambos extremos y todas las proyecciones son acidos
nucleicos modificados. En el patron inmediatamente a continuacion, M es n numero de acidos nucleicos
modificados, en el que n es un numero entero de desde 0 hasta 8 (es decir, 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7y 8).

5' . XXX XXX XXX XX XXX XXX XM
3 MYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

Las moléculas de acido nucleico con proyecciones en ambos extremos y algunos nucleétidos de proyeccion son
nucledtidos modificados. En los patrones inmediatamente a continuacién, M es n numero de nucleétidos
modificados, x es n numero de nucleétidos de proyeccion no modificados en la cadena sentido, y es n nimero de
nucleétidos de proyeccion no modificados en la cadena antisentido, en los que cada n es independientemente un
numero entero de desde 0 hasta 8 (es decir, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8), y en los que cada proyeccion tiene como
maximo 20 nucledtidos; preferiblemente como maximo 8 nucledtidos (modificados y/o no modificados).
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XXXXX XXX XXX XXXXXX XXM
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXXXXXX XXX XX XX XXX XXMX
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXX XXX XXX XXX XX XXX XXMxM
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXX XX XXX XXX XXX XXX XX MxMx
C YYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXX XX XXX XXX XXX XXX XKXKMXMXM
VYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXXXX XXX XXX X XXX XX XXMxMxMx
YYYYYYYYYYYYYYYYVYYYY

XXX XXAXX XXX XXX XXX XX MxMxMXM
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXMxMxMxMx
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

MEXXXXXXX XXX X XXX XXXX
YYYYYYYYYYYYYYYYVYYYyY

HMEX XXX XXX XXX XXXXKXXXX
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYy

MXMXXXXXXXX X XXX XXXKXXKXX
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYyYy

XMXMXXXXXXXXXAXXXXXXXXX

YYYYYYYYYYYYYYYYYYYy

MxMMXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

YYYYYYYYYYYYYYYYYYYyY

xMxMxMXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

YYYYYYYYYYYYYYYYYYYyY

MAMXMXMXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

YYYYYYYYYYYYYYYYYYYyY

XM MM MXX XXX XXX XXX XXX XXX XX

YYYYYYYYYYYYYYYYYYYyYy

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYM
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3!
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5'
3'

51
31

5'
31

5'
3'

5'
3!
5!
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5'
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XXXXXXXXXXXXXKXXEXKXXX
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYMyYy

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXK
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYMYyM

XXXXXKXXXXXXXXXXXXXXX -
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYMyMy

| XXXXXXX XX KX XX XKXKKKKK

YYYYYYYYYYYYYYYYYYYMyMyM

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYMyMyMy

XXXKXXXXXXXXXXXXXXXXX
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYMyMyMyM

XXXXXXXXXXXXKXXXKXKXKX
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYMyMyMyMy

D 0.0.0.0.0.0.0.0900 000000004
MYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXXXXX XXX XXX XXX XX XK
YMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

T XXXXXX XXX XXX XX XXX XX

MyMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXXXXX KX XX XX XXX XXX %

YMyMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXX XXX XXX XXX XXX XXX X%

MyMyMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXx

YMyMyMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXXXXXXXXXXXXXXXKXXXX

MyMyMyMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

XXX XXX XX XXXXXXXXXXXx

yMyMyMyMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

Nucleotidos modificados en el extremo 3’ de la region sentido.

5l
3!

5!
3|

XXXXXX XXX XXX XX XXX XXM
YYYYYYYYYYYYYYYYYYY

- XXX XXXXXXXXX XXX XX XXMM
YYYYYYYYYYYYYYYYYYY
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5' XXX XX XXX XX XX XX XXX XX MMM

3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYY

5! XXX XXX XX XXX XXX XXX X XMMMM

3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYY

5! XXXXXXXXXXXXXXXXXXXMMMMM

3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYY

5'. XXX XXX XXX XXX XXX XXX XMMMMMM
3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYY

5" XXX XXX XX XXX XXX XXX X XMMMMMMMM
3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYY

5 XXX XXX XX XXX XXX XXX XXMMMMMMMM
3 YYYYYYYYYYYYYYYYYYY

Proyeccion en el extremo 5’ de la region sentido.

5 MXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
3t YYYYYYYYYYYYYYYYYYY
5 MMXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
3 YYYYYYYYYYYYYYYYYYY
5! - MMMXX XXXXXXXXXXXXXXXXX
3! ' YYYYYYYYYYYYYYYYYYY
5! MMMMX X XXXXXXXXXXXXXXXXX
3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYY
5! MMMMMX X XXXXXXXXXXXXXXXXX
3! YYYYYYYYYYYYYYYVYVYY
5! MMMMMMX X XXXXXXXXXXXXXXXXX
3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYY

5! MMMMMMMXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
3 YYYYYYYYYYYYYYYYYYY

5' MMMMMMMMXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
3. YYYYYYYYYYYYYYYYYYY

Proyeccion en el extremo 3’ de la region antisentido.

5' XXXXXXXXXXXXXXXXXXX
3! MYYYYYYYYYYYYYYYYYYY
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5! : XXXXXXXXXXXXXXXXXXX
3t MMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY
5 XXXXXXXKXXXKXXXKKKXK
3! MMMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY
5! XXXXXXXXXXXXXXXXXXX
3 MMMMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY
5 XXXXXXXXXKXXXXXXKXKXK
3! MMMMMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY
5! XXXXXXXXXXXXXXXXXXX
3! MMMMMMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY
51 XXX XX XXX XX XX XXXXXKXX

3' MMMMMMMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

5t XXX XXKXKXXXXXXKKKKK
30 MMMMMMMMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

Nucleotido(s) modificado(s) dentro de la region sentido.

5! XXKXKXKXXXXXMXXXKXKKX KK
3 YYYYYYYYYYYYYYYYYYY
5 XXXXXXXKXXXXXXXKKXKK
3 YYYYYYYYYMYYYYYYYYY
5 XXXXXXXXXXXXXXKKK XXMM
3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYY
51 L XXXX XXX XX XXX XXKKK KK

3' MMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

A continuacidon se proporcionan moléculas de acido nucleico a modo de ejemplo junto con la estructura general
equivalente en linea con los simbolos usados anteriormente:

ARNip de siHSP47-C frente a hsp47 humana y de rata que tiene una regién de duplex de 19 nucledtidos (es decir,
19 meros) y proyecciones de 2 nucleétidos modificados (es decir, desoxinucleétido) en los extremos 3’ de las
cadenas sentido y antisentido.

5! GGACAGGCCUCUACAACUAGTAT ~ 3
3' ATATCCUGUCCGGAGAUGUUGAU 5

5t XXXXXXXXXXXXXXXXXXXMM
3" MMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY
ARNip de siHSP47-Cd frente a hsp47 humana y de rata que tiene una regién de duplex de 25 meros, una

proyeccion de 2 nucledtidos en el extremo 3’ de la cadena antisentido y 2 nucleétidos modificados en las posiciones
5’-terminal y pendltima en 5’ de la cadena sentido.

5! GGACAGGCCUCUACAACUACUACAGAA 3

3' UUCCUGUCCGGAGAUGUUGAUGAUGCU 5
5 XXX XXX XXX XX XXX XXX XXX XXX MM 3!
3" yyYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 5!
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ARNip de siHSP47-1 frente a ADNc 719-737 de hsp47 humana y de rata que tiene una regiéon de duplex de 19
meros, y proyecciones de 2 nucledtidos modificados (es decir, desoxinucledtido) en los extremos 3’ de las cadenas
sentido y antisentido.

5' CAGGCCUCUACAACUACUARATAT 3!
3' ATdTGUCCGGAGAUGUUGAUGAU . 5!
5* XXXXXXXXXXXXXXXXXXXMM 3!
3 MMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 5'

ARNip de siHSP47-1d frente a ADNc 719-743 de hsp47 humana que tiene 25 meros con un extremo romo en el
extremo 3’ de la cadena sentido y una proyeccion de 2 nucleétidos en el extremo 3’ de la cadena antisentido, y 2
nucleétidos modificados en las posiciones 5'-terminal y penultima en 5’ de la cadena sentido.

5 CAGGCCUCUACAACUACUACGACAGAA 3
3 UUGUCCGGAGAUGUUGAUGAUGCUGCU - 5
5 XX EXXXAXAX XX XXX LXK XX XXMM 3
3 YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 5

ARNip de siHSP47-2 frente a ADNc 469-487 de hsp47 humana que tiene una region de duplex de 19 meros, y
proyecciones de 2 nucleotidos modificados (es decir, desoxinucledétido) en los extremos 3’ de las cadenas sentido y
antisentido.

5 . GAGCACUCCAAGAUCAACUATAT 3!
3' dTATCUCGUGAGGUUCUAGUUGA 5
5 ' XXX XX XXX XXX XXX KXXXMM 3
3 MMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY - 5

ARNip de siHSP47-2d frente a ADNc 469-493 de hsp47 humana que tiene una regién de duplex de 25 meros con un
extremo romo en el extremo 3’ de la cadena sentido y una proyeccion de 2 nucleétidos en el extremo 3’ de la cadena
antisentido, y 2 nucleétidos modificados en las posiciones 5-terminal y penultima en 5’ de la cadena sentido.

5! GAGCACUCCAAGAUCAACUUCCGACAG 3!
3! UUCUCGUGAGGUUCUAGUUGAAGGCGC 5!
51 XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXMM 3!
3" yyYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 5°

ARNip de rata de siHSP47-2d frente a ADNc 466-490 de Gp46 de rata que tiene una region de duplex de 25 meros
con un extremo romo en el extremo 3’ de la cadena sentido y una proyeccion de 2 nucleétidos en el extremo 3’ de la
cadena antisentido, y 2 nucledtidos modificados en las posiciones 5-terminal y penultima en 5’ de la cadena sentido.

5! GAACACUCCAAGAUCAACUUCCGAAdG 3!
3! UUCUUGUGAGGUUCUAGUUGAAGGCUC 5!
5! XXxxxxxxxXxxXxxxxxxxxxme 3!
3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 5!

ARNip de siHSP47-3 frente a ADNc 980-998 de hsp47 humana que tiene una region de duplex de 19 meros, y
proyecciones de 2 nucledtidos modificados (es decir, desoxinucledtido) en los extremos 3’ de las cadenas sentido y
antisentido.

5! " CTGAGGCCATTGACAAGAAATAT 3!
3' dTATGACUCCGGUAACUGUUCUU 51
5! XXXXXXXXXXXXXXXXX XXMM 3!
3! MMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 5!
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ARNip de siHSP47-3d frente a ADNc 980-1004 de hsp47 humana que tiene una regioén de duplex de 25 meros con
un extremo romo en el extremo 3’ de la cadena sentido y una proyeccion de 2 nucledtidos en el extremo 3’ de la
cadena antisentido, y 2 nucledtidos modificados en las posiciones 5-terminal y penultima en 5’ de la cadena sentido.

51 CTGAGGCCATTGACAAGAACAAGAGAC 3
3! UUGACUCCGGUAACUGUUCUUGUUCCG 5!
5! D 6:0.0.0.0.0.6.0.0.0.0.0.0.0.0.0.6.0.0.0.0.0.4 11 3!
3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 51

ARNip de siHSP47-4 frente a ADNc 735-753 de hsp47 humana que tiene una region de duplex de 19 meros, y
proyecciones de 2 nucleotidos modificados (es decir, desoxinucledtido) en los extremos 3’ de las cadenas sentido y
antisentido.

5' CUACGACGACGAGAAGGAAQTAT 3!
3' ATATGAUGCUGCUGCUCUUCCUU 5!
5! XXXXXXXXXXXXXXXXXXXMM 3!
3'  MMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 5!

ARNip de siHSP47-4d frente a ADNc 735-759 de hsp47 humana que tiene una region de diplex de 25 meros con un
extremo romo en el extremo 3’ de la cadena sentido y una proyeccion de 2 nucleétidos en el extremo 3’ de la cadena
antisentido, y 2 nucleétidos modificados en las posiciones 5-terminal y penultima en 5’ de la cadena sentido.

5! CUACGACGACGAGAAGGAAAAGCATAG 3!
3! UUGAUGCUGCUGCUCUUCCUUUUCGAC 5!

5 XXX XXX X XXX XXX XXX XX XXX XXMM 3
3! YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 5!

ARNip de siHSP47-5 frente a ADNc 621-639 de hsp47 humana que tiene una region de duplex de 19 meros, y
proyecciones de 2 nucleotidos modificados (es decir, desoxinucledtido) en los extremos 3’ de las cadenas sentido y
antisentido.

5! GCCACACUGGGAUGAGAAAQTAT 3!
3' dTdTCGGUGUGACCCUACUCUUU 5'
5 XXXXX XXX XX XX XXX XX XXMM 3!
3! MMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 5!

ARNip de siHSP47-6 frente a ADNc 446-464 de hsp47 humana que tiene una region de duplex de 19 meros, y
proyecciones de 2 nucleotidos modificados (es decir, desoxinucledtido) en los extremos 3’ de las cadenas sentido y
antisentido.

5 GCAGCAAGCAGCACUACAAATAT 3!
3' dTATCGUCGUUCGUCGUGAUGUU 5!
5' XXX XXXXXXXXXXXXXXXXMM 3!
3! MMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 5

ARNip de siHSP47-7 frente a ADNc 692-710 de hsp47 humana que tiene una region de duplex de 19 meros, y
proyecciones de 2 nucleotidos modificados (es decir, desoxinucledtido) en los extremos 3’ de las cadenas sentido y
antisentido.

5' © CCGUGGGUGUCAUGAUGAU4TAT 3!
3' dTATGGCACCCACAGUACUACUA 5!
5! XXXXXXXX XXX XXX XX XXXMM 3!
3! MMYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 5!
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Mellas y Huecos en cadenas de acido nucleico

Las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) proporcionadas en el presente documento
pueden tener una cadena, preferiblemente, la cadena sentido, que tiene mellas o huecos. Como tal, las moléculas
de acido nucleico pueden tener tres o mas cadenas, por ejemplo, tal como un ARN de meroduplex (ARNmd)
divulgado en el documento PCT/US07/081836. Las moléculas de acido nucleico con una cadena con mellas o
huecos pueden tener entre aproximadamente 1-49 nucleétidos, o pueden tener una longitud de RISC (por ejemplo,
aproximadamente de 15 a 25 nucledtidos) o una longitud de sustrato de Dicer (por ejemplo, aproximadamente de 25
a 30 nucledtidos) tal como se divulga en el presente documento.

Las moléculas de acido nucleico con tres o mas cadenas incluyen, por ejemplo, una cadena ‘A’ (antisentido), cadena
‘S1’ (segunda), y cadena ‘S2’ (tercera) en las que las cadenas ‘S1’ y ‘S2’ son complementarias a, y forman pares de
bases con, regiones no solapantes de la cadena ‘A’ (por ejemplo, un ARNmd puede tener la forma de A:S1S2). Las
cadenas S1, S2, o mas juntas forman algo que es sustancialmente similar a una cadena sentido con respecto a la
cadena antisentido ‘A’. La regidn bicatenaria formada por la hibridacién de las cadenas ‘S1’ y ‘A’ es distinta de, y no
solapante con, la region bicatenaria formada por la hibridacion de las cadenas ‘S2’ y ‘A’. Una molécula de acido
nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) puede ser una molécula “con huecos”, lo que significa un “hueco” que
oscila desde 0 nucledtidos hasta aproximadamente 10 nucleétidos (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0
10 nucledtidos). Preferiblemente, la cadena sentido tiene huecos. En algunas realizaciones, el duplex A:S1 esta
separado del duplex A:S2 por un a hueco resultante de al menos un nucledtido que no forma pares (hasta
aproximadamente 10 nucledtidos que no forman pares) en la cadena ‘A’ que esta colocado entre el duplex A:S1 y el
duplex A:S2 y que es distinto de cualquiera de uno o mas nucleétidos que no forman pares en el extremo 3’ de una o
mas de las cadenas ‘A’, ‘S1’, o ‘S2’. El duplex A:S1 puede estar separado del duplex A:B2 por un hueco de cero
nucledtidos (es decir, una mella en la que solo se rompe o falta un enlace fosfodiéster entre dos nucledtidos en la
molécula de polinucledtido) entre el duplex A:S1 y el duplex A:S2, que también puede denominarse ARNbc con
mellas (ARNbcm). Por ejemplo, A:S1S2 puede incluir un ARNbc que tiene al menos dos regiones bicatenarias que
combinadas tienen en total de aproximadamente 14 pares de bases a aproximadamente 40 pares de bases y las
regiones bicatenarias estan separadas por un hueco de aproximadamente 0 a aproximadamente 10 nucleétidos, que
tienen opcionalmente extremos romos, o A:S1S2 puede incluir un ARNbc que tiene al menos dos regiones
bicatenarias separadas por un hueco de hasta diez nucleétidos en el que al menos una de las regiones bicatenarias
incluye entre aproximadamente cinco pares de bases y trece pares de bases.

Sustratos de Dicer

En determinadas realizaciones, las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ANip) proporcionadas en
el presente documento pueden ser una molécula de “sustrato de Dicer” precursora, por ejemplo, acido nucleico
bicatenario, procesada in vivo para producir moléculas de acido nucleico activas, por ejemplo, tal como se describe
en Rossi, documento US20050244858. En determinadas condiciones y situaciones, se ha encontrado que estas
especies de ANip de ARNbc relativamente mas largas, por ejemplo, de desde aproximadamente 25 hasta
aproximadamente 30 nucleétidos, pueden proporcionar resultados inesperadamente eficaces en cuanto a la
potencia y duracion de accion. Sin desear limitarse a ninguna teoria particular, se piensa que las especies de ARNbc
mas largas sirven como sustrato para la enzima Dicer en el citoplasma de una célula. Ademas de escindir acido
nucleico bicatenario para dar segmentos mas cortos, Dicer puede facilitar la incorporacion de un producto de
escision monocatenario derivado del ARNbc escindido en el complejo de silenciamiento inducido por ARN (complejo
RISC) que es responsable de la destruccion del ARN citoplasmatico derivado del gen diana.

Los sustratos de Dicer pueden tener determinadas propiedades que potencian su procesamiento por Dicer. Los
sustratos de Dicer tienen una longitud suficiente de tal manera que se procesan por Dicer para producir una
molécula de acido nucleico activa y pueden incluir ademas una o mas de las siguientes propiedades: (i) el ARNbc es
asimétrico, por ejemplo, tiene una proyeccion en 3’ en la primera cadena (cadena antisentido) y (ii) el ARNbc tiene
un extremo 3’ modificado en la cadena antisentido (cadena sentido) para dirigir la orientacion de la unién y
procesamiento de Dicer del ARNbc para dar un ARNip activo. En determinadas realizaciones, la cadena mas larga
en el sustrato de Dicer puede tener 24-30 nucleétidos.

Los sustratos de Dicer pueden ser simétricos o asimétricos. El sustrato de Dicer puede tener una cadena sentido
que incluye 22-28 nucledtidos y la cadena antisentido puede incluir 24-30 nucleétidos; por tanto, en algunas
realizaciones, el sustrato de Dicer resultante puede tener una proyeccion en el extremo 3’ de la cadena antisentido.
El sustrato de Dicer puede tener una cadena sentido de 25 nucledtidos de longitud, y la cadena antisentido puede
tener 27 nucledtidos de longitud con una proyeccion en 3’ de dos bases. La proyeccion puede tener 1-3 nucleétidos,
por ejemplo, 2 nucledtidos. La cadena sentido también puede tener un 5'-fosfato.

Un sustrato de Dicer asimétrico puede contener ademas dos desoxinucleétidos en el extremo 3’ de la cadena
sentido en lugar de dos de los ribonucledtidos. Algunas longitudes y estructuras de sustratos de Dicer a modo de
ejemplo son 21+0; 21+2, 21-2, 22+0, 22+1, 22-1, 23+0, 23+2, 23-2, 24+0, 24+2, 24-2, 25+0, 25+2, 25-2, 26+0, 26+2,
26-2, 27+0, 27+2 y 27-2.
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La cadena sentido de un sustrato de Dicer puede tener entre de aproximadamente 22 a aproximadamente 30 (por
ejemplo, aproximadamente 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30); de aproximadamente 22 a aproximadamente 28; de
aproximadamente 24 a aproximadamente 30; de aproximadamente 25 a aproximadamente 30; de aproximadamente
26 a aproximadamente 30; de aproximadamente 26 y 29; o de aproximadamente 27 a aproximadamente 28
nucledtidos de longitud. En determinadas realizaciones preferidas los sustratos de Dicer contienen cadenas sentido
y antisentido, que tienen al menos aproximadamente 25 nucleétidos de longitud y no mas de aproximadamente 30
nucledtidos; entre aproximadamente 26 y 29 nucleétidos; o 27 nucledtidos de longitud. Las cadenas sentido y
antisentido pueden tener la misma longitud (extremos romos), diferentes longitudes (tener proyecciones), o una
combinacién. Las cadenas sentido y antisentido pueden existir en el mismo polinucleétido o en polinucleétidos
diferentes. Un sustrato de Dicer puede tener una region de duplex de aproximadamente 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o
27 nucleotidos.

Como otras moléculas de ANip proporcionadas en el presente documento, la cadena antisentido de un sustrato de
Dicer puede tener cualquier secuencia que se hibride con la cadena antisentido en condiciones bioldgicas, tales
como dentro del citoplasma de una célula eucariota.

Los sustratos de Dicer pueden tener cualquier modificacién en base de nucleétido, azucar o estructura principal de
fosfato tal como se conoce en la técnica y/o tal como se describe en el presente documento para otras moléculas de
acido nucleico (tales como moléculas de ANip). En determinadas realizaciones, los sustratos de Dicer pueden tener
una cadena sentido que se modifica para el procesamiento por Dicer mediante modificadores adecuados ubicados
en el extremo 3’ de la cadena sentido, es decir, el ARNbc esta disefiado para dirigir la orientaciéon de la unién y
procesamiento de Dicer. Los modificadores adecuados incluyen nucleétidos tales como desoxirribonucleétidos,
didesoxirribonucledtidos, aciclonucleétidos y similares y moléculas con impedimento estérico, tales como moléculas
fluorescentes y similares. Los aciclonucledtidos sustituyen el azicar de 2’-desoxirribofuranosilo normalmente
presente en dNMP por un grupo 2-hidroxietoximetilo. Otros modificadores de nucledtidos que pueden usarse en
moléculas de ANip de sustrato de Dicer incluyen 3’-desoxiadenosina (cordicepina), 3’-azido-3’-desoxitimidina (AZT),
2’,3’-didesoxiinosina (ddl), 2’,3-didesoxi-3'-tiacitidina (3TC), 2’,3’-dideshidro-2’,3’-didesoxitimidina (d4T) y los
nucledtidos de monofosfato de 3’-azido-3’-desoxitimidina (AZT), 2’,3’-didesoxi-3’-tiacitidina (3TC) y 2’,3’-dideshidro-
2’,3’-didesoxitimidina (d4T). En una realizacion, se usan desoxinucleétidos como modificadores. Cuando se usan
modificadores de nucledtidos, pueden sustituir a ribonucleétidos (por ejemplo, los ribonucleétidos se sustituyen por
1-3 modificadores de nucleétidos, o 2 modificadores de nucledtidos, en el extremo 3’ de la cadena sentido) de tal
manera que la longitud del sustrato de Dicer no cambia. Cuando se usan moléculas con impedimento estérico,
pueden unirse al ribonucleétido en el extremo 3’ de la cadena antisentido. Por tanto, en determinadas realizaciones
la longitud de la cadena no cambia con la incorporacion de los modificadores. En determinadas realizaciones, dos
bases de ADN en el ARNbc se sustituyen para dirigir la orientacion del procesamiento de Dicer de la cadena
antisentido. En una realizacion adicional, dos ribonucleétidos se sustituyen por dos bases de ADN terminales en el
extremo 3’ de la cadena sentido formando un extremo romo del duplex en el extremo 3’ de la cadena sentido y el
extremo 5’ de la cadena antisentido, y una proyeccion de ARN de dos nucleétidos se ubica en el extremo 3’ de la
cadena antisentido. Esto es una composicion asimétrica con ADN en el extremo romo y bases de ARN en el extremo
con proyeccion.

En determinadas realizaciones se incluyen modificaciones en el sustrato de Dicer de tal manera que la modificacion
no impide que la molécula de acido nucleico sirva como sustrato para Dicer. En una realizacién, se realizan una o
mas modificaciones que potencian el procesamiento de Dicer del sustrato de Dicer. Pueden realizarse una o mas
modificaciones que dan como resultado una generacion de iARN mas eficaz. Pueden realizarse una o mas
modificaciones que soportan un mayor efecto de iARN. Se realizan una o mas modificaciones que dan como
resultado una mayor potencia por cada sustrato de Dicer que se suministra a la célula. Pueden incorporarse
modificaciones en la regiéon 3’-terminal, la region 5-terminal, en la region tanto 3’-terminal como 5'-terminal o en
diversas posiciones dentro de la secuencia. Puede incorporarse cualquier numero y combinacion de modificaciones
en el sustrato de Dicer siempre que la modificacion no impida que la molécula de acido nucleico sirva como sustrato
para Dicer. Cuando hay multiples modificaciones presentes, pueden ser iguales o diferentes. Se contemplan
modificaciones en bases, restos de azucar, la estructura principal de fosfato, y sus combinaciones. Cualquier
extremo 5'-terminal puede fosforilarse.

Los ejemplos de modificaciones en la estructura principal de fosfato de sustratos de Dicer incluyen fosfonatos,
incluyendo metilfosfonato, fosforotioato, y modificaciones de fosfotriéster tales como alquilfosfotriésteres, y similares.
Los ejemplos de maodificaciones en el resto de azucar de sustratos de Dicer incluyen modificaciones de 2’-
alquilpirimidina, tal como 2’OMe, 2'-fluoro, amino, y desoxi y similares (véase, por ejemplo, Amarzguioui et al., 2003).
Los ejemplos de maodificaciones en el grupo de base de sustratos de Dicer incluyen azlcares abasicos, pirimidinas
modificadas con 2-O-alquilo, 4-tiouracilo, 5-bromouracilo, 5-yodouracilo y 5-(3-aminoalil)-uracilo y similares. También
pueden incorporarse ANB.

La cadena sentido puede modificarse para el procesamiento de Dicer mediante modificadores adecuados ubicados
en el extremo 3’ de la cadena sentido, es decir, el sustrato de Dicer esta disefiado para dirigir la orientacion de unién
y procesamiento de Dicer. Los modificadores adecuados incluyen nucledtidos tales como desoxirribonucledtidos,
didesoxirribonucledtidos, aciclonucleétidos y similares y moléculas con impedimento estérico, tales como moléculas
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fluorescentes y similares. Los aciclonucledtidos sustituyen el azicar de 2’-desoxirribofuranosilo normalmente
presente en dNMP por un grupo 2-hidroxietoximetilo. Otros modificadores de nucleétidos pueden incluir cordicepina,
AZT, ddl, 3TC, d4T y los nucledtidos de monofosfato de AZT, 3TC y d4T. En una realizacién, se usan
desoxinucleétidos como modificadores. Cuando se usan modificadores de nucleétidos, los ribonucleétidos se
sustituyen por 1-3 modificadores de nucledétidos, o 2 modificadores de nucledtidos, en el extremo 3’ de la cadena
sentido. Cuando se usan moléculas con impedimento estérico, se unen al ribonucleétido en el extremo 3’ de la
cadena antisentido. Por tanto, la longitud de la cadena no cambia con la incorporacion de los modificadores. En otra
realizacion, la descripcion contempla sustituir dos bases de ADN en el sustrato de Dicer para dirigir la orientacion del
procesamiento de Dicer de la cadena antisentido. En una realizacién adicional de la presente descripcién, dos
ribonucledtidos se sustituyen por dos bases de ADN terminales en el extremo 3’ de la cadena sentido formando un
extremo romo del duplex en el extremo 3’ de la cadena sentido y el extremo 5 de la cadena antisentido, y una
proyeccion de ARN de dos nucledtidos se ubica en el extremo 3’ de la cadena antisentido. Esto es una composicion
asimeétrica con ADN en el extremo romo y bases de ARN en el extremo con proyeccion.

La cadena antisentido puede modificarse para el procesamiento de Dicer mediante modificadores adecuados
ubicados en el extremo 3’ de la cadena antisentido, es decir, el ARNbc se disefia para dirigir la orientacion de la
union y procesamiento de Dicer. Los modificadores adecuados incluyen nucledtidos tales como
desoxirribonucledtidos, didesoxirribonucledtidos, aciclonucleotidos y similares y moléculas con impedimento estérico,
tales como moléculas fluorescentes y similares. Los aciclonucleédtidos sustituyen el azicar de 2'-
desoxirribofuranosilo normalmente presente en dNMP por un grupo 2-hidroxietoximetilo. Otros modificadores de
nucledtidos pueden incluir cordicepina, AZT, ddl, 3TC, d4T y los nucledtidos de monofosfato de AZT, 3TC y d4T. En
una realizacion, se usan desoxinucleétidos como modificadores. Cuando se usan modificadores de nucleétidos, los
ribonucleodtidos se sustituyen por 1-3 modificadores de nucleétidos, o 2 modificadores de nucleétidos, en el extremo
3’ de la cadena antisentido. Cuando se usan moléculas con impedimento estérico, se unen al ribonucleétido en el
extremo 3’ de la cadena antisentido. Por tanto, la longitud de la cadena no cambia con la incorporaciéon de los
modificadores. En otra realizacion, la descripcion contempla sustituir dos bases de ADN en el ARNbc para dirigir la
orientacion del procesamiento de Dicer. En una descripcion adicional, dos bases de ADN terminales se ubican en el
extremo 3’ de la cadena antisentido en lugar de dos ribonucleétidos formando un extremo romo del duplex en el
extremo 5 de la cadena sentido y el extremo 3’ de la cadena antisentido, y una proyeccion de ARN de dos
nucledétidos se ubica en el extremo 3’ de la cadena sentido. Esta es una composicién asimétrica con ADN en el
extremo romo y bases de ARN en el extremo con proyeccion.

Pueden unirse sustratos de Dicer con una cadena sentido y una antisentido mediante una tercera estructura. La
tercera estructura no bloqueara la actividad de Dicer sobre el sustrato de Dicer y no interferira con la destruccion
dirigida del ARN transcrito a partir del gen diana. La tercera estructura puede ser un grupo de unién quimico. En la
técnica se conocen grupos de union quimicos adecuados y pueden usarse. Alternativamente, la tercera estructura
puede ser un oligonucledtido que une los dos oligonucledtidos del ARNbc de tal manera que se produce una
estructura de horquilla tras la hibridacién de los dos oligonucledtidos constituyendo el sustrato de Dicer. La
estructura de horquilla preferiblemente no bloquea la actividad de Dicer sobre el sustrato de Dicer ni interfiere con la
destruccion dirigida del ARN transcrito a partir del gen diana.

No se requiere que las cadenas sentido y antisentido del sustrato de Dicer sean completamente complementarias.
Solo se necesita que sean sustancialmente complementarias para hibridarse en condiciones bilégicas y proporcionar
un sustrato para Dicer que produzca un ARNip lo suficientemente complementario con respecto a la secuencia
diana.

El sustrato de Dicer puede tener determinadas propiedades que potencian su procesamiento por Dicer. El sustrato
de Dicer puede tener una longitud suficiente de tal manera que se procesa por Dicer para producir moléculas de
acido nucleico activas (por ejemplo, ARNip) y puede tener una o mas de las siguientes propiedades: el sustrato de
Dicer es asimétrico, por ejemplo, tiene una proyeccién en 3’ en la primera cadena (cadena antisentido) y/o el
sustrato de Dicer tiene un extremo 3’ modificado en la segunda cadena (cadena sentido) para dirigir la orientacion de
union y procesamiento de Dicer del sustrato de Dicer para dar un ARNip activo. El sustrato de Dicer puede ser
asimétrico de tal manera que la cadena sentido incluye 22-28 nucledtidos y la cadena antisentido incluye 24-30
nucledtidos. Por tanto, el sustrato de Dicer resultante tiene una proyeccion en el extremo 3’ de la cadena antisentido.
La proyeccion tiene 1-3 nucleétidos, por ejemplo, dos nucledtidos. La cadena sentido también puede tener un 5’
fosfato.

Un sustrato de Dicer puede tener una proyeccion en el extremo 3’ de la cadena antisentido y la cadena sentido se
modifica para el procesamiento de Dicer. El extremo 5’ de la cadena sentido puede tener un fosfato. Las cadenas
sentido y antisentido pueden hibridarse en condiciones bioldgicas, tales como las condiciones encontradas en el
citoplasma de una célula. Una regién de una de las cadenas, particularmente la cadena antisentido, del sustrato de
Dicer puede tener una longitud de secuencia de al menos 19 nucleétidos, en la que estos nucledtidos estan en la
region de 21 nucleétidos adyacente al extremo 3’ de la cadena antisentido y son lo suficientemente complementarios
a una secuencia de nucledtidos del ARN producido a partir del gen diana. Un sustrato de Dicer también puede tener
una o mas de las siguientes propiedades adicionales: la cadena antisentido tiene un desplazamiento a la derecha a
partir de una cadena de 21 meros correspondiente (es decir, la cadena antisentido incluye nucleétidos en el lado
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derecho de la molécula en comparacion con la cadena de 21 meros correspondientes), las cadenas pueden no ser
completamente complementarias, es decir, las cadenas pueden contener formaciones de pares de bases con
apareamientos erréneos individuales y pueden incluirse modificaciones de bases tales como ANB en el extremo 5’
de la cadena sentido.

Una cadena antisentido de una molécula de acido nucleico de sustrato de Dicer puede modificarse para incluir 1-9
ribonucleodtidos en el extremo 5’ para dar una longitud de 22-28 nucledtidos. Cuando la cadena antisentido tiene una
longitud de 21 nucledtidos, entonces pueden afadirse 1-7 ribonucledtidos, o 2-5 ribonucledtidos y/o 4
ribonucledtidos en el extremo 3'. Los ribonucleétidos afadidos pueden tener cualquier secuencia. Aunque los
ribonucledtidos afiadidos pueden ser complementarios a la secuencia de gen diana, no se requiere
complementariedad completa entre la secuencia diana y las cadenas antisentido. Es decir, la cadena antisentido
resultante es suficientemente complementaria con la secuencia diana. Una cadena sentido puede tener entonces
24-30 nucledtidos. La cadena sentido puede ser sustancialmente complementaria con la cadena antisentido para
hibridarse con la cadena antisentido en condiciones bioldgicas. En una realizacion, la cadena antisentido puede
sintetizarse para contener un extremo 3’ modificado para dirigir el procesamiento de Dicer. La cadena sentido puede
tener una proyeccion en 3'. La cadena antisentido puede sintetizarse para contener un extremo 3’ modificado para la
union y procesamiento de Dicer y la cadena sentido tiene una proyeccion en 3'.

Proteina de choque térmico 47

La proteina de choque térmico 47 (HSP47) es una chaperona molecular especifica de colageno y reside en el
reticulo endoplasmatico. Interacciona con el procolageno durante el proceso de plegamiento, ensamblaje y
transporte a partir del reticulo endoplasmatico (Nagata Trends Biochem Sci 1996; 21:22-6; Razzaque et al. 2005;
Contrib Nephrol 2005; 148: 57-69; Koide et al. 2006 J. Biol. Chem.; 281: 3432-38; Leivo et al. Dev. Biol. 1980;
76:100-114; Masuda et al. J. Clin. Invest. 1994; 94:2481-2488; Masuda et al. Cell Stress Chaperones 1998; 3:256-
264). Se ha notificado que HSP47 tiene una expresion regulada por incremento en diversas fibrosis tisulares (Koide
et al. J Biol Chem 1999; 274: 34523-26), tales como cirrosis hepatica (Masuda et al. J Clin Invest 1994; 94:2481-8),
fibrosis pulmonar (Razzaque et al. Virchows Arch 1998; 432:455-60; Kakugawa et al. Eur Respir J 2004; 24: 57-65),
y glomeruloesclerosis (Moriyama et al. Kidney Int 1998; 54: 110-19). La secuencia de acido nucleico a modo de
ejemplo de ADNc de hsp47 humana diana se divulga en el nimero de registro de GenBank: NM_001235 y la
secuencia de ARNm correspondiente, por ejemplo, tal como se indica en SEQ ID NO: 1. Un experto habitual en la
técnica entendera que una secuencia dada puede cambiar a lo largo del tiempo e incorporar por consiguiente
cualquier cambio necesario en las moléculas de acido nucleico en el presente documento.

La asociacion especifica de HSP47 con una diversa gama de tipos de colageno hace que HSP47 sea una posible
diana para el tratamiento de la fibrosis. La inhibicién de la expresién de hsp47 puede prevenir la secrecion de
colageno | extracelular. Sato et al. (Nat Biotechnol 2008; 26:431-442) exploraron esta posibilidad usando ARNip para
la inhibicion de la expresion de hsp47 y la prevencion de la progresion de fibrosis hepatica en ratas. De manera
similar, Chen et al. (Br J Dermatol 2007; 156: 1188-1195) y Wang et al. (Plast. Reconstr Surg 2003; 111: 1980-7)
investigaron la inhibicion de la expresion de hsp47 mediante tecnologia de interferencia de ARN.

Métodos y composiciones para inhibir hsp47

Se proporcionan composiciones y métodos para la inhibicién de la expresion de hsp47 usando moléculas de acido
nucleico pequefio, tales como acido nucleico de interferencia pequefio (ANip), ARN de interferencia (iIARN), ARN de
interferencia pequefio (ARNip), ARN bicatenario (ARNbc), micro-ARN (miARN), y ARN de horquilla corta (ARNhc),
moléculas capaces de mediar o que median en la interferencia de ARN frente a la expresion génica de hsp47. La
composicion y los métodos divulgados en el presente documento también son utiles en el tratamiento de diversas
fibrosis tales como fibrosis hepatica, fibrosis de pulmon y fibrosis renal.

Se usan molécula(s) de acido nucleico y/o métodos de la descripcién para regular por disminucion la expresion
del/de los gen(es) que codifica(n) el ARN mencionado, por ejemplo, en el registro de Genbank NM_001235.

Las composiciones, los métodos y los kits proporcionados en el presente documento pueden incluir una o mas
moléculas de acido nucleico (por ejemplo, ANip) y métodos que independientemente o en combinacién modulan (por
ejemplo, regulan por disminucion) la expresion de la proteina hsp47 y/o genes que codifican proteinas hsp47,
proteinas y/o genes que codifican hsp47 (por ejemplo, genes que codifican secuencias que comprenden las
secuencias mencionadas en los registros de GenBank n.°> NM_001235), o un miembro de la familia de genes de
hsp47 en el que los genes o las secuencias de la familia de genes comparten homologia de secuencia asociada con
el mantenimiento y/o desarrollo de enfermedades, estados o trastornos asociados con hsp47, tales como fibrosis
hepatica, cirrosis, fibrosis pulmonar, fibrosis renal, fibrosis peritoneal, dafio hepatico cronico, y fibrilogénesis. La
descripcion de los diversos aspectos y realizaciones se proporciona con referencia al gen de hsp47 a modo de
ejemplo. Sin embargo, los diversos aspectos y realizaciones también se refieren a otros genes de hsp47
relacionados, tales como genes homologos y variantes de transcritos, y polimorfismos (por ejemplo, polimorfismo de
un solo nucledtido, (SNP)) asociados con determinados genes de hsp47. Como tales, los diversos aspectos y
realizaciones también se refieren a otros genes que estan implicados en rutas mediadas por hsp47 de transduccion
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de sefiales o expresion génica que esta implicada, por ejemplo, en el mantenimiento o el desarrollo de
enfermedades, caracteristicas o estados descritos en el presente documento. Estos genes adicionales pueden
analizarse para determinar sitios diana usando los métodos descritos para el gen de hsp47 en el presente
documento. Por tanto, la modulaciéon de otros genes y los efectos de tal modulacién de los otros genes pueden
realizarse, determinarse y medirse tal como se describe en el presente documento.

En una realizacion, las composiciones y los métodos proporcionados en el presente documento incluyen una
molécula de acido nucleico de interferencia pequefio (ANip) bicatenario que regula por disminucién la expresion de
un gen de hsp47 (por ejemplo, hsp47 humana mostrada a modo de ejemplo mediante SEQ ID NO: 1), en los que la
molécula de acido nucleico incluye de aproximadamente 15 a aproximadamente 49 pares de bases.

En una realizacion, un acido nucleico divulgado puede usarse para inhibir la expresion del gen de hsp47 o una
familia de genes de hsp47 en el que los genes o las secuencias de la familia de genes comparten homologia de
secuencia. Tales secuencias homologas pueden identificarse tal como se conoce en la técnica, por ejemplo, usando
alineaciones de secuencias. Pueden disefiare moléculas de acido nucleico para seleccionar como diana tales
secuencias homologas, por ejemplo, usando secuencias perfectamente complementarias o incorporando pares de
bases no candnicos, por ejemplo, apareamientos erréneos y/o pares de bases con titubeo que pueden proporcionar
secuencias diana adicionales. En casos en los que se identifican apareamientos erréneos, pueden usarse pares de
bases no candnicos (por ejemplo, apareamientos erroneos y/o bases con titubeo) para generar moléculas de acido
nucleico que seleccionan como diana mas de una secuencia de gen. En un ejemplo no limitativo, se usan pares de
bases no canoénicos tales como pares de bases UU y CC para generar moléculas de acido nucleico que son capaces
de seleccionar como diana secuencias para diferentes dianas de hsp47 que comparten homologia de secuencia.
Como tales, una ventaja de usar ANip divulgados en el presente documento es que puede disefiarse un Unico acido
nucleico para incluir una secuencia de acido nucleico que es complementaria a la secuencia de nucleétidos que se
conserva entre los genes homologos. En este enfoque, puede usarse un Unico acido nucleico para la inhibir la
expresion de mas de un gen en lugar de usar mas de una molécula de acido nucleico para seleccionar como diana
los diferentes genes.

Pueden usarse moléculas de acido nucleico para seleccionar como diana secuencias conservadas correspondientes
a una familia de genes o familias de genes tales como genes de la familia de hsp47. Como tales, moléculas de acido
nucleico que seleccionan como diana multiples dianas de hsp47 pueden proporcionar un efecto terapéutico
aumentado. Ademas, puede usarse acido nucleico para caracterizar rutas de la funcién génica en una variedad de
aplicaciones. Por ejemplo, pueden usarse moléculas de acido nucleico para inhibir la actividad de gen(es) diana en
una ruta para determinar la funcidon de gen(es) no caracterizados en el andlisis de la funcién génica, analisis de la
funcion de ARNm o analisis de traduccién. Las moléculas de acido nucleico pueden usarse para determinar posibles
rutas de genes diana implicadas en diversas enfermedades y estados hacia el desarrollo farmacéutico. Las
moléculas de acido nucleico pueden usarse para entender rutas de expresion génica implicadas, por ejemplo, en
fibrosis tales como fibrosis de higado, de rifién o pulmonar, y/o caracteristicas, enfermedades, trastornos y/o estados
inflamatorios y proliferativos.

En una realizacion, las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento incluyen una molécula
de acido nucleico que tiene actividad de iARN frente a ARN de hsp47, en los que la molécula de acido nucleico
incluye una secuencia complementaria a cualquier ARN que tiene una secuencia que codifica hsp47, tal como las
secuencias que tienen secuencias tal como se muestran en la tabla 3. En otra realizaciéon, una molécula de acido
nucleico puede tener actividad de iARN frente a ARN de hsp47, en la que la molécula de acido nucleico incluye una
secuencia complementaria a un ARN que tiene una secuencia que codifica hsp47 variante, por ejemplo, otros genes
de hsp47 mutantes no mostrados en la tabla 3 pero que se sabe en la técnica que estan asociados con el
mantenimiento y/o desarrollo de fibrosis. Pueden aplicarse modificaciones quimicas tal como se muestra en la tabla
3 o descritas de otro modo en el presente documento a cualquier constructo de acido nucleico divulgado en el
presente documento. En otra realizacién, una molécula de acido nucleico divulgada en el presente documento
incluye una secuencia de nucleétidos que puede interaccionar con la secuencia de nucleétidos de un gen de hsp47 y
de ese modo mediar en el silenciamiento de la expresion génica de hsp47, por ejemplo, en la que la molécula de
acido nucleico media en la regulacion de la expresion génica de hsp47 mediante procesos celulares que modulan la
estructura de cromatina o los patrones de metilacion del gen de hsp47 y previenen la transcripcion del gen de hsp47.

Las moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente documento pueden tener actividad de iARN frente a ARN
de hsp47, en las que la molécula de acido nucleico incluye una secuencia complementaria a cualquier ARN que
tiene una secuencia que codifica hsp47, tal como aquellas secuencias que tienen los n.°® de registro de GenBank
NM_001235. Las moléculas de acido nucleico pueden tener actividad de iARN frente a ARN de hsp47, en las que la
molécula de acido nucleico incluye una secuencia complementaria a un ARN que tiene una secuencia que codifica
hsp47 variante, por ejemplo, otros genes de hsp47 mutantes que se sabe en la técnica que estan asociados con el
mantenimiento y/o desarrollo de fibrosis.

Las moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente documento incluyen una secuencia de nucleétidos que

puede interaccionar con una secuencia de nucleétidos de un gen de hsp47 y de ese modo mediar en el
silenciamiento de la expresion génica de hsp47, por ejemplo, en las que la molécula de acido nucleico media en la
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regulacion de la expresion génica de hsp47 mediante procesos celulares que modulan la estructura de cromatina o
los patrones de metilacion del gen de hsp47 y previenen la transcripcion del gen de hsp47.

Métodos de tratamiento

La asociacion especifica de HSP47 con una diversa gama de tipos de colageno hace que hsp47 sea una diana para
el tratamiento de la fibrosis. La inhibicion de la expresién de hsp47 puede prevenir la secrecién de colageno |
extracelular. Sato et al. (Nat Biotechnol 2008; 26:431-442) exploraron esta posibilidad usando ARNip para la
inhibicién de la expresion de hsp47 y la prevencion de la progresion de fibrosis hepatica en ratas. De manera similar,
Chen et al. (Br J Dermatol 2007; 156: 1188-1195) y Wang et al. (Plast Reconstr Surg 2003; 111: 1980-7)
investigaron la inhibicion de la expresion de hsp47 mediante tecnologia de interferencia de ARN.

En una realizacién, pueden usarse moléculas de acido nucleico para regular por disminucion o inhibir la expresion
de hsp47 y/o proteinas hsp47 que surgen de hsp47 y/o polimorfismos de haplotipo de hsp47 que estan asociados
con una enfermedad o estado (por ejemplo, fibrosis). El analisis de los niveles de hsp47 y/o genes de hsp47, o
hsp47 y/o proteina hsp47 o ARN, puede usarse para identificar sujetos con tales polimorfismos y aquellos sujetos
que corren el riesgo de desarrollar caracteristicas, estados o enfermedades descritos en el presente documento.
Estos sujetos pueden ser susceptibles de tratamiento, por ejemplo, tratamiento con moléculas de acido nucleico
divulgadas en el presente documento y cualquier otra composicion util para tratar enfermedades relacionadas con
hsp47 y/o la expresion génica de hsp47. Como tal, el analisis de los niveles de hsp47 y/o proteina hsp47 o ARN
puede usarse para determinar el tipo de tratamiento y el ciclo de terapia en el tratamiento de un sujeto. Puede
usarse la monitorizacién de los niveles de hsp47 y/o proteina hsp47 o ARN para predecir el desenlace de
tratamiento y para determinar la eficacia de compuestos y composiciones que modulan el nivel y/o la actividad de
determinadas hsp47 y/o proteinas hsp47 asociadas con una caracteristica, estado o enfermedad.

Se proporcionan composiciones y métodos para la inhibicién de la expresion de hsp47 usando moléculas de acido
nucleico pequefio tal como se proporciona en el presente documento, tales como moléculas de ANip, iARN, ARNip,
ARN bicatenario (ARNbc), micro-ARN (miARN), y ARN de horquilla corta (ARNhc) capaces de mediar o que median
en la interferencia de ARN frente a la expresion génica de hsp47. La composicion y los métodos divulgados en el
presente documento también son Utiles en el tratamiento de diversas fibrosis tales como fibrosis hepatica, fibrosis de
pulmaén, y fibrosis renal.

Las moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente documento, individualmente o en combinacién o junto
con otros farmacos, pueden usarse para prevenir o tratar enfermedades, caracteristicas, estados y/o trastornos
asociados con hsp47, tales como fibrosis hepatica, cirrosis, fibrosis pulmonar, fibrosis renal, fibrosis peritoneal, dafio
hepatico croénico, y fibrilogénesis.

Las moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente documento pueden inhibir la expresién de hsp47 de una
manera especifica de secuencia. Las moléculas de acido nucleico pueden incluir una cadena sentido y una cadena
antisentido que incluyen nucleétidos contiguos que son al menos parcialmente complementarios (antisentido) con
respecto a un ARNm de hsp47.

En algunas realizaciones, puede usarse ARNbc especifico para hsp47 junto con otro ARNbc especifico para otras
chaperonas moleculares que ayudan en el plegamiento de proteinas recién sintetizadas, tales como calnexina,
calreticulina y/o BiP (Bergeron et al. Trends Biochem. Sci. 1994; 19:124-128; Herbert et al. 1995; Cold Spring Harb.
Symp. Quant. Biol. 60:405-415)

La fibrosis puede tratarse mediante interferencia de ARN usando moléculas de acido nucleico tal como se divulga en
el presente documento. Las fibrosis a modo de ejemplo incluyen fibrosis hepatica, fibrosis peritoneal, fibrosis de
pulmén, fibrosis renal. Las moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente documento pueden inhibir la
expresion de hsp47 de una manera especifica de secuencia.

El tratamiento de fibrosis puede monitorizarse determinando el nivel de colageno extracelular usando técnicas
adecuadas conocidas en la técnica, tales como usando anticuerpos anti-colageno |. El tratamiento también puede
monitorizarse determinando el nivel de ARNm de hsp47 o el nivel de proteina HSP47 en las células del tejido
afectado. El tratamiento también puede monitorizarse mediante exploraciéon no invasiva del 6rgano o tejido afectado
tal como mediante exploracion por tomografia asistida por ordenador, exploraciones de elastografia por resonancia
magnética.

Un método para tratar o prevenir una enfermedad o un estado asociado con hsp47 en un sujeto u organismo puede
incluir poner en contacto el sujeto u organismo con una molécula de acido nucleico tal como se proporciona en el
presente documento en condiciones adecuadas para modular la expresion del gen de hsp47 en el sujeto u
organismo.

Un método para tratar o prevenir fibrosis en un sujeto u organismo puede incluir poner en contacto el sujeto u
organismo con una molécula de acido nucleico en condiciones adecuadas para modular la expresion del gen de
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hsp47 en el sujeto u organismo.

Un método para tratar o prevenir una o mas fibrosis seleccionadas del grupo que consiste en fibrosis hepatica,
fibrosis renal, y fibrosis pulmonar en un sujeto u organismo puede incluir poner en contacto el sujeto u organismo
con una molécula de acido nucleico en condiciones adecuadas para modular la expresion del gen de hsp47 en el
sujeto u organismo.

Enfermedades fibréticas

Las enfermedades fibréticas se caracterizan generalmente por el exceso de depdsito de un material fibroso dentro
de la matriz extracelular, lo cual contribuye a cambios andémalos en la arquitectura del tejido e interfiere con la
funcién normal del 6rgano.

Todos los tejidos dafiados por traumatismo responden mediante el inicio de un programa de cicatrizacion de heridas.
La fibrosis, un tipo de trastorno caracterizado por cicatrizacién excesiva, se produce cuando el proceso normal de
remision espontanea de la respuesta de cicatrizacion de heridas se ve alterado, y provoca un exceso de produccion
y deposito de colageno. Como resultado, el tejido normal del érgano se sustituye por tejido cicatricial, lo cual
conduce finalmente al fallo funcional del érgano.

La fibrosis puede iniciarse por diversas causas y en diversos o6rganos. Cirrosis hepatica, fibrosis pulmonar,
sarcoidosis, queloides y fibrosis renal son todos estados cronicos asociados con fibrosis progresiva, provocando de
ese modo una pérdida continua de la funcién normal del tejido.

Se produce fibrosis aguda (habitualmente con una apariciéon repentina e intensa y de corta duracion) como
respuesta comun a diversas formas de traumatismo incluyendo lesiones por accidentes (particularmente lesiones a
la médula espinal y el sistema nervioso central), infecciones, cirugia, enfermedad isquémica (por ejemplo,
cicatrizacion cardiaca tras un ataque al corazén), quemaduras, contaminantes medioambientales, alcohol y otros
tipos de toxinas, sindrome de dificultad respiratoria aguda, tratamientos por radiacion y quimioterapia).

La fibrosis, una patologia relacionada con fibrosis o una patologia relacionada con reticulacion aberrante de
proteinas celulares, pueden tratarse todas ellas mediante los ARNip divulgados en el presente documento. Las
enfermedades fibréticas o enfermedades en las que la fibrosis es evidente (patologia relacionada con fibrosis)
incluyen formas tanto agudas como crénicas de fibrosis de 6rganos, incluyendo todas las variantes etiologicas de las
siguientes: fibrosis pulmonar, incluyendo enfermedad pulmonar intersticial y enfermedad pulmonar fibrética, fibrosis
hepatica, fibrosis cardiaca incluyendo fibrosis de miocardio, fibrosis renal incluyendo insuficiencia renal cronica,
fibrosis cutanea incluyendo esclerodermia, queloides y cicatrices hipertréficas; mielofibrosis (fibrosis de médula
6sea); todos los tipos de cicatrizacion ocular incluyendo vitreorretinopatia proliferativa (PVR) y cicatrizacion
resultante de cirugia para tratar cataratas o glaucoma; enfermedad inflamatoria del intestino de etiologia variable,
degeneracion macular, oftalmopatia de Grave, ergotismo inducido por farmacos, cicatrices queloides, esclerodermia,
psoriasis, glioblastoma en sindrome de Li-Fraumeni, glioblastoma esporadico, leucemia mieloide, leucemia
mieldgena aguda, sindrome mielodisplasico, sindrome mieloproferativo, cancer ginecoldgico, sarcoma de Kaposi,
enfermedad de Hansen y colitis colagenosa.

En diversas realizaciones, los compuestos (moléculas de acido nucleico) tal como se divulgan en el presente
documento pueden usarse para tratar enfermedades fibroticas, por ejemplo, tal como se divulgan en el presente
documento, asi como muchas otras enfermedades y estados aparte de enfermedades fibréticas, por ejemplo, tal
como se divulgan en el presente documento. Otros estados que van a tratarse incluyen enfermedades fibréticas en
otros organos: fibrosis renal por cualquier motivo (CKD incluyendo ESRD); fibrosis de pulmén (incluyendo ILF);
mielofibrosis, cicatrizacion anémala (queloides) asociada con todos los posibles tipos de lesién cutanea por
accidente y yatrogénica (operaciones); esclerodermia; cardiofibrosis, insuficiencia de la operacion de filtrado de
glaucoma; adhesiones intestinales.

Cirugia ocular y complicaciones fibréticas

Con frecuencia puede producirse contractura de tejido cicatricial resultante de la cirugia ocular. La cirugia del
glaucoma para crear nuevos canales de drenaje con frecuencia no tiene éxito debido a la cicatrizacion y contraccion
de tejidos y el sistema de drenaje generado puede bloquearse requiriendo una intervencion quirdrgica adicional. Los
regimenes anticicatrizacion actuales (mitomicina C o 5FU) estan limitados debido a las complicaciones implicadas
(por ejemplo, ceguera), véase, por ejemplo, Cordeiro MF, et al., Human anti-transforming growth factor-beta2
antibody: a new glaucoma anti-scarring agent Invest Ophthalmol Vis Sci. septiembre de 1999; 40(10):2225-34.
También puede formarse contraccion de tejido cicatricial tras traumatismo corneal o cirugia corneal, por ejemplo,
tratamiento por laser o quirurgico para miopia o error refractario en el que la contraccion de tejidos puede conducir a
resultados poco precisos. Puede formarse tejido cicatricial sobre/dentro del humor vitreo o la retina, por ejemplo, y
puede provocar finalmente ceguera en algunos diabéticos, y puede formarse tras cirugia por desprendimiento,
denominada vitreorretinopatia proliferativa (PVR). PVR es la complicacion mas comun tras desprendimiento de
retina y esta asociada con una rotura u orificio retiniano. PVR se refiere al crecimiento de membranas celulares
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dentro de la cavidad vitrea y sobre las superficies delantera y trasera de la retina que contienen células epiteliales
pigmentarias retinianas (RPE). Estas membranas, que son esencialmente tejidos cicatriciales, ejercen traccion sobre
la retina y pueden dar como resultado recidivas de desprendimiento de retina, incluso tras un procedimiento por
desprendimiento de retina inicialmente satisfactorio.

Puede formarse tejido cicatricial en la orbita o en los musculos oculares y de los parpados tras cirugia por
estrabismo, orbital o de parpados, o enfermedad tiroidea ocular, y en la que se produce cicatrizacion de la conjuntiva
tal como puede suceder tras cirugia por glaucoma o en enfermedad cicatricial, enfermedad inflamatoria, por ejemplo,
penfigoide, o enfermedad infecciosa, por ejemplo, tracoma. Un problema ocular adicional asociado con la
contraccion de tejidos que incluyen colageno es la opacificacion y contractura de la capsula del cristalino tras la
extraccion de cataratas. Se ha reconocido un papel importante para MMP en enfermedades oculares incluyendo
cicatrizacion de heridas, sequedad de ojos, formacion de Ulceras de la cérnea estériles, erosion epitelial recurrente,
neovascularizacion de la cornea, pterigion, conjuntivocalasia, glaucoma, PVR vy fibrosis ocular.

Fibrosis hepatica

La fibrosis hepatica (LF) es una consecuencia generalmente irreversible del dafio hepatico de varias etiologias. En
los paises occidentales, las principales categorias etiolégicas son: enfermedad hepatica alcohdlica (30-50 %),
hepatitis virica (30 %), enfermedad biliar (5-10 %), hemocromatosis primaria (5 %), y cirrosis relacionada con
farmacos y criptogénica etiologia desconocida (10-15 %). La enfermedad de Wilson, deficiencia de a4-antitripsina y
otras enfermedades poco frecuentes también tienen fibrosis hepatica como uno de los sintomas. La cirrosis
hepatica, el estadio terminal de fibrosis hepatica, requiere con frecuencia trasplante de higado y se encuentra entre
las diez causas de muerte principales en los paises occidentales.

Fibrosis renal y estados relacionados

Insuficiencia renal crénica (CRF)

La insuficiencia renal crénica es una pérdida gradual y progresiva de la capacidad de los rifiones para excretar
residuos, concentrar orina y conservar electrolitos. CRF progresa de manera lenta. Lo mas frecuentemente resulta
de cualquier enfermedad que provoque una pérdida gradual de la funcién del rifién, y la fibrosis es la principal
patologia que produce CRF.

Nefropatia diabética

La nefropatia diabética, cuyos rasgos caracteristicos son glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial, es la causa
mas prevalente de enfermedad renal en estadio terminal en la era moderna, y los pacientes diabéticos constituyen la
mayor poblacion con dialisis. Tal terapia es costosa y queda lejos de ser 6ptima. El trasplante ofrece un mejor
desenlace pero presenta el inconveniente de una gran escasez de donantes.

Enfermedad renal crénica

La enfermedad renal crénica (CKD) es un problema de salud publica a nivel mundial y se reconoce como estado
comun que esta asociado con un riesgo aumentado de enfermedad cardiovascular e insuficiencia renal crénica
(CRF).

La iniciativa para la calidad de los resultados de insuficiencia renal (K/DOQI) de la Fundacion Nacional del Rifion
(NKF) define la enfermedad renal crénica como o bien dafo renal o bien reduccion de la tasa de filtracion glomerular
(GFR) del rifion durante tres o mas meses. También se conocen y se usan para el diagndstico otros marcadores de
CKD. En general, la destruccion de masa renal con esclerosis irreversible y pérdida de nefronas conduce a una
disminucion progresiva de la GFR. Recientemente, la K/DOQI publicé una clasificacion de los estadios de CKD, de
la siguiente manera:

Estadio 1: Dafio renal con GFR normal o aumentada GFR (>90 ml/min/1,73 m?)

Estadio 2: Reduccion leve de la GFR (60-89 ml/min/1,73 m?)

Estadio 3: Reduccion moderada de la GFR (30-59 ml/min/1,73 m?)

Estadio 4: Reduccion intensa de la GFR (15-29 ml/min/1,73 m?)

Estadio 5: Insuficiencia renal (GFR <15 ml/min/1,73 m? o dialisis)

En los estadios 1 y 2 de CKD, GFR sola no confirma el diagndstico. Es posible basarse en otros marcadores de

dafo renal, incluyendo anomalias en la composicién de la sangre o la orina o anomalias en las pruebas de
obtencién de imagenes.
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Fisiopatologia de CKD

Aproximadamente 1 millén de nefronas estan presentes en cada rifién, contribuyendo cada una a la GFR total.
Independientemente de la etiologia de la lesidn renal, con la destruccidon progresiva de nefronas, el rifion puede
mantener la GFR mediante hiperfiltracion e hipertrofia de compensacion de las nefronas sanas restantes. Esta
adaptabilidad de las nefronas permite un aclaramiento normal continuado de solutos plasmaticos de modo que
sustancias tales como urea y creatinina comienzan a mostrar aumentos significativos en los niveles en plasma solo
después de que la GFR total haya disminuido hasta el 50 %, cuando se ha agotado la reserva renal. El valor de
creatinina en plasma sera de aproximadamente el doble con una reduccion del 50 % en la GFR. Por tanto, una
duplicacién de la creatinina en plasma desde un valor de referencia de 0,6 mg/dl hasta 1,2 mg/dl en un paciente
representa realmente una pérdida del 50 % de la masa de nefronas funcionales.

Se piensa que la hiperfiltracion e hipertrofia de las nefronas residuales, aunque resulta beneficiosa por los motivos
indicados, representa una causa principal de la disfuncion renal progresiva. Se cree que esto sucede debido a la
presién capilar glomerular aumentada, que dafa los capilares y conduce inicialmente a glomeruloesclerosis focal y
segmentaria y finalmente a glomeruloesclerosis global. Esta hipdtesis se ha basado en estudios de ratas sometidas
a nefrectomia a cinco sextos, que desarrollaron lesiones que son idénticas a las observadas en humanos con CKD.

Las dos causas mas comunes de enfermedad renal crénica son diabetes e hipertension. Otros factores incluyen
ataques agudos de nefrotoxinas, incluyendo agentes de contraste, o disminucion de la perfusion; proteinuria;
aumento de amoniagénesis renal con lesion intersticial; hiperlipidemia; hiperfosfatemia con depésito de fosfato de
calcio; disminucion de los niveles de 6xido nitroso y habito de fumar.

En los Estados Unidos, la incidencia y prevalencia de CKD esta aumentando, con malos desenlaces y un alto coste
para el sistema sanitario. La enfermedad renal es la novena causa principal de muerte en los EE.UU. La alta tasa de
mortalidad ha llevado a la orden del director general de sanidad de los EE.UU. de que America’s citizenry, Healthy
People 2010, contenga un capitulo centrado en CKD. Los objetivos de este capitulo son expresar claramente los
objetivos y proporcionar estrategias para reducir la incidencia, morbididad, mortalidad y costes sanitarios de
enfermedad renal cronica en los Estados Unidos.

Las tasas de incidencia de enfermedad renal en estadio terminal (ESRD) también han aumentado continuamente a
nivel internacional desde 1989. Los Estados Unidos tienen la mayor tasa de incidencia de ESRD, seguidos por
Japon. Japoén tiene la mayor prevalencia por millon de habitantes seguido por los Estados Unidos.

Las tasas de mortalidad asociadas con la hemodialisis son sorprendentes e indican que la esperanza de vida de
pacientes que entran en hemodialisis se acorta notablemente. A cualquier edad, los pacientes con ESRD con dialisis
tienen una mortalidad significativamente aumentada en comparacion con pacientes que no se someten a dialisis e
individuos sin enfermedad renal. A los 60 afios de edad, una persona sana puede esperar vivir mas de 20 afos,
mientras que la esperanza de vida de un paciente de 60 afios de edad que comienza la hemodialisis esta mas cerca
de 4 ainos.

Fibrosis pulmonar

La fibrosis pulmonar intersticial (IPF) es la cicatrizacion del pulmén provocada por una variedad de agentes
inhalados incluyendo particulas minerales, polvos organicos y gases oxidantes, o por motivos desconocidos (fibrosis
de pulmon idiopatica). La enfermedad afecta a millones de individuos en todo el mundo, y no hay ningun enfoque
terapéutico eficaz. Un motivo principal para la falta de tratamientos Utiles es que pocos de los mecanismos
moleculares de la enfermedad se han identificado suficientemente como para disefar dianas apropiadas para la
terapia (Lasky, et al., 2000, Environ Health Perspect; 108:751-62).

Fibrosis cardiaca

La insuficiencia cardiaca es Unica entre los trastornos cardiovascular principales porque solo en su caso esta
aumentando la prevalencia mientras que ha habido una notable disminucion en otros estados. Parte de esto puede
atribuirse al envejecimiento de las poblaciones de los Estados Unidos y Europa. La capacidad de proteger a
pacientes con dafio de miocardio también es un factor principal, ya que estos pacientes pueden desarrollar
progresion de disfuncion del ventriculo izquierdo debido al remodelado perjudicial del corazon.

El miocardio normal estd compuesto por una variedad de células, miocitos cardiacos y miocitos que no son
cardiomiocitos, que incluyen fibroblastos y células de musculo liso vascular y endoteliales.

El remodelado estructural de la pared ventricular es un determinante clave del desenlace clinico en la cardiopatia.
Tal remodelado implica la produccién y destruccidon de proteinas de la matriz extracelular, proliferacion y migracion
celular, y muerte celular apoptética y necrética. Los fibroblastos cardiacos estan implicados de manera crucial en
estos procesos, produciendo factores de crecimiento y citocinas que actian como factores autocrinos y paracrinos,
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asi como proteinas de la matriz extracelular y proteinasas. Recientes estudios han mostrado que las interacciones
entre fibroblastos cardiacos y cardiomiocitos son esenciales para la progresion del remodelado cardiaco cuyo efecto
neto es el deterioro de la funcién cardiaca y la aparicion de insuficiencia cardiaca (Manabe, et al., 2002, Circ Res.
13:1103-13).

Quemaduras v cicatrices

Un problema particular que puede surgir, particularmente en enfermedad fibrética, es la contraccion de tejidos, por
ejemplo, contraccion de cicatrices. La contraccion de tejidos incluyendo componentes de la matriz extracelular,
especialmente de tejidos que incluyen colageno, puede producirse en relaciéon con muchos estados patolégicos
diferentes y con procedimientos quirdrgicos o estéticos. La contractura, por ejemplo, de cicatrices, puede provocar
problemas fisicos, que pueden conducir a la necesidad de tratamiento médico, o puede provocar problemas de
naturaleza puramente estética. El colageno es el principal componente de las cicatrices y otros tejidos contraidos y
como tal es el componente estructural mas importante que debe considerarse. No obstante, las cicatrices y otros
tejidos contraidos también incluyen otros componentes estructurales, especialmente otros componentes de la matriz
extracelular, por ejemplo, elastina, que también puede contribuir a la contraccion del tejido.

La contraccion de tejido que incluye colageno, que también puede incluir otros componentes de la matriz
extracelular, se produce con frecuencia en la cicatrizacion de quemaduras. Las quemaduras pueden ser
quemaduras quimicas, térmicas o por radiacion y pueden ser del ojo, la superficie de la piel o la piel y los tejidos
subyacentes. También puede darse el caso de que haya quemaduras en tejidos internos, por ejemplo, provocadas
por tratamiento por radiacion. La contraccion de tejidos con quemaduras es con frecuencia un problema y puede
conducir a problemas fisicos y/o estéticos, por ejemplo, pérdida de movimiento y/o desfiguracion.

Pueden aplicarse injertos de piel por una variedad de motivos y con frecuencia pueden experimentar contraccion
tras la aplicacion. Como con la cicatrizacion de tejidos con quemaduras, la contraccion puede conducir a problemas
tanto fisicos como estéticos. Es problema particularmente grave cuando se necesitan muchos injertos de piel tal
como, por ejemplo, en un caso de quemaduras graves.

La contraccion también es un problema en la producciéon de piel artificial. Para fabricar auténtica piel artificial es
necesario tener una epidermis compuesta por células epiteliales (queratinocitos) y una dermis compuesta por
colageno poblado con fibroblastos. Es importante tener ambos tipos de células porque sefializan y se estimulan
entre si usando factores de crecimiento. EI componente de colageno de la piel artificial con frecuencia se contrae
hasta menos de una décima parte de su area original cuando esta poblado por fibroblastos.

La contraccion de cicatrices, contraccion debida al encogimiento del tejido fibroso de una cicatriz, es comun. En
algunos casos, la cicatriz puede convertirse en una cicatriz viciosa, una cicatriz en la que la contraccién provoca una
deformidad grave. El estbmago de un paciente puede dividirse eficazmente en dos camaras separadas en una
contractura en forma de reloj de arena mediante la contraccion de tejido cicatricial formado cuando cicatriza una
Ulcera de estébmago. La obstruccién de pasos y conductos, estenosis cicatricial, puede producirse debido a la
contraccion de tejido cicatricial. La contraccion de vasos sanguineos puede deberse a la obstrucciéon primaria o a
traumatismo quirurgico, por ejemplo, tras cirugia o angioplastia. También puede producirse la estenosis de otras
visceras huecas, por ejemplo, uréteres. Pueden producirse problemas cuando tiene lugar cualquier forma de
cicatrizacion, ya sea resultante de heridas por accidente o de cirugia. Los estados de la piel y los tendones que
implican contraccion de tejidos que incluyen colageno incluyen estados tras traumatismo resultantes de cirugia o
accidentes, por ejemplo, lesiones en los tendones de las manos o los pies, estados tras injerto y estados
patolégicos, tales como esclerodermia, contractura de Dupuytren y epidermolisis bullosa. La cicatrizacion y
contraccion de tejidos en el ojo puede producirse en diversos estados, por ejemplo, las secuelas de desprendimiento
de retina o enfermedad ocular diabética (tal como se mencioné anteriormente). La contracciéon de las cuencas
encontradas en la calavera para los globos oculares y estructuras asociadas, incluyendo musculos extraoculares o
parpados, puede producirse si hay traumatismo o dafio inflamatorio. Los tejidos se contraen dentro de las cuencas
provocando una variedad de problemas incluyendo vision doble y un aspecto antiestético.

Para mas informacion sobre diferentes tipos de fibrosis véase: Molina V, et al., 2002, Harefuah, 141: 973-8, 1009;
Yu, et al., 2002, Curr Opin Pharmacol. 2(2):177-81; Keane, et al., 2003, Am J Kidney Dis. 41: S22-5; Bohle, et al.,
1989, Pathol Res Pract. 185:421-40; Kikkawa, et al., 1997, Kidney Int Sup. 62:5S39-40; Bataller et al., 2001, Semin
Liver Dis. 21:437-51; Gross, et al., 2001 N Engl J Med. 345:517-25; Frohlich, 2001, Am J Hypertens; 14: 194S-199S;
Friedman, 2003, J Hepatol. 38:S38-53; Albanis, et al., 2003, Curr Gastroenterol Rep. 5:48-56; Weber, 2000, Curr
Opin Cardiol. 15:264-72.

Suministro de moléculas de acido nucleico y formulaciones farmacéuticas

El retinoide o conjugado de retinoide util para el suministro de acido nucleico esta en un estado en el que esta
disuelto en, o mezclado con, un medio que puede disolverlo y retenerlo.

En la presente descripcion puede usarse cualquier retinoide o conjugado de retinoide siempre que se acumule de
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manera activa por células estrelladas; los ejemplos de retinoide incluyen, pero no se limitan a, tretinoina, adapaleno,
palmitato de retinol, y en particular vitamina A, vitamina A saturada, acido retinoico, y retinal. Los ejemplos del
conjugado de retinoide incluyen conjugados de PEG-retinoide. La presente descripcion aprovecha la propiedad de
células estrelladas de incorporar de manera positiva un retinoide y/o un conjugado de retinoide, y usando el retinoide
y/o conjugado de retinoide como portador de farmaco o uniéndolo a o incluyéndolo en otro componente de portador
de farmaco, se transporta un material o cuerpo deseado especificamente a células estrelladas. Un retinoide es un
miembro de la clase de compuestos que tienen un esqueleto en el que cuatro unidades de isoprenoide estan unidas
de una manera cabeza a cola. Véase G. P. Moss, “Biochemical Nomenclature and Related Documents”, 22 ed.
Portland Press, pags. 247-251 (1992). La vitamina A es un término descriptivo genérico para un retinoide que
muestra cualitativamente la actividad biolégica de retinol. El retinoide en la presente descripcion fomenta el
suministro de sustancia especifica a una célula cancerosa y un CAF (es decir, la sustancia se dirige a esas células).
Un retinoide de este tipo no esta particularmente limitado, y los ejemplos del mismo incluyen retinol, vitamina A,
vitamina A saturada, retinal, acido retinoico, un éster de retinol y un acido graso, un éster de un alcohol alifatico y
acido retinoico, etretinato, tretinoina, isotretinoina, adapaleno, acitretina, tazaroteno, y palmitato de retinol, y
analogos de vitamina A tales como fenretinida, y bexaroteno. Los conjugados de retinoide incluyen conjugados de
PEG, por ejemplo, diVA-PEG-diVA, mostrados en la siguiente estructura.

o o o : o ..
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Por tanto, el portador de farmaco de la presente descripcion puede contener un componente de portador de farmaco
distinto de un retinoide y/o conjugado de retinoide. Un componente de este tipo no esta particularmente limitado, y
puede usarse cualquier componente conocido en los campos de la medicina y la farmacia, pero es preferible que
sea capaz de incluir un retinoide y/o conjugado de retinoide. Los ejemplos de un componente de este tipo incluyen
un lipido, por ejemplo, un fosfolipido tal como glicerofosfolipido, un esfingolipido tal como esfingomielina, un esterol
tal como colesterol, un aceite vegetal tal como aceite de semilla de soja o aceite de semilla de adormidera, aceite
mineral, y una lecitina tal como lecitina de yema de huevo, pero los ejemplos no se limitan a los mismos. Entre ellos,
se prefieren aquellos que pueden formar un liposoma, por ejemplo, fosfolipidos naturales tales como lecitina,
fosfolipidos semisintéticos tales como dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) vy
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), y colesterol.

Ademas, el portador de farmaco de la presente descripcion puede contener una sustancia que mejora la
incorporacion en células estrelladas, por ejemplo, proteina de unién a retinol (RBP).

La unién o inclusion del retinoide y/o conjugado de retinoide con el portador de farmaco de la presente descripcion
también puede llevase a cabo uniendo o incluyendo el retinoide y/o conjugado de retinoide con otro componente del
portador de farmaco mediante métodos quimicos y/o fisicos. Alternativamente, la union o inclusion del retinoide y/o
conjugado de retinoide con el portador de farmaco de la presente descripcion también puede llevarse a cabo
mezclando el retinoide y/o conjugado de retinoide que tiene componentes del portador de farmaco basicos y de
afinidad de formacion, en los componentes de portador de farmaco durante la preparacion del portador de farmaco.
La cantidad de retinoide y/o conjugado de retinoide unido a o incluido en el portador de farmaco de la presente
descripcion puede ser del 0,01 % al 100 % como proporcién en peso con respecto a los componentes de portador
de farmaco, preferiblemente del 0,2 % al 20 % y mas preferiblemente del 1 % al 5 %.

Los sistemas de suministro de acido nucleico pueden incluir, por ejemplo, geles acuosos y no acuosos, cremas,
multiples emulsiones, microemulsiones, liposomas, pomadas, disoluciones acuosas y no acuosas, lociones,
aerosoles, polvos y bases de hidrocarburos, y pueden contener excipientes tales como solubilizantes, potenciadores
de la permeacion (por ejemplo, acidos grasos, ésteres de acidos grasos, alcoholes grasos y aminoacidos), y
polimeros hidrofilos (por ejemplo, policarbdfilo y polivinilpirrolidona). En una realizacion, el portador
farmacéuticamente aceptable es un liposoma o un potenciador transdérmico. Los ejemplos de liposomas que
pueden usarse en esta descripcion incluyen los siguientes:

e CellFectin, una formulacién de liposoma 1:1,5 (M/M) del lipido catidnico N,N',N",N"'-tetrametiI-N,N',N",N"'-
tetrapalmitilespermina y dioleoil-fosfatidiletanolamina (DOPE) (GIBCO BRL);

* Cytofectin GSV, una formulacion de liposoma 2:1 (M/M) de un lipido catiénico y DOPE (Glen Research);

* DOTAP (etilsulfato de N-[1-(2,3-dioleoiloxi)-N,N,N-tri-metil-amonio) (Boehringer Manheim);
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e Lipofectamine, una formulaciéon de liposoma 3:1 (M/M) del lipido policationico DOSPA, el lipido neutro DOPE
(GIBCO BRL) y aminoacido di-alquilado (DiLA2);

e Lipotrust, una formulaciéon de liposoma 4:3:3 (M/M) de cloruro de O,O-ditetradecanoil-N-(o-
trimetilamonioacetil)dietanolamina (DC-6-14), colesterol y dioleoilfosfatidiletanolamina (Hokkaido System Science).
DC-6-14 consiste en la siguiente estructura.
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y PEG-lipidos, incluyendo

S104

¢ 1,2-dimiristoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-PEG (PEG-DMPE)
¢ 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-PEG (PEG-DPPE),

* 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-PEG (PEG-DSPE), o
* 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-PEG (PEG-DOPE) y/o

* PEG-ceramida.

Los sistemas de suministro pueden incluir parches, comprimidos, supositorios, pesarios, geles y cremas, y pueden
contener excipientes tales como solubilizantes y potenciadores (por ejemplo, propilenglicol, sales biliares y
aminoacidos), y otros vehiculos (por ejemplo, polietilenglicol, ésteres y derivados de acidos grasos, y polimeros
hidrofilos tales como hidroxipropilmetilcelulosa y acido hialurénico).

El portador de farmaco de la presente descripcion puede estar en cualquier forma siempre que pueda transportarse
un material o cuerpo deseado a células estrelladas diana, y ejemplos de la forma incluyen, pero no se limitan a,
micela polimérica, liposoma, emulsidon, microesfera y nanoesfera. Ademas, el portador de farmaco de la presente
descripcion puede incluir en su interior la sustancia que va a transportarse, unirse al exterior de la sustancia que va a
transportarse, o mezclarse con la sustancia que va a transportarse siempre que el retinoide y/o conjugado de
retinoide incluido en el mismo esté al menos parcialmente expuesto en el exterior de la preparacion antes de
alcanzar las células estrelladas como muy tarde.

El portador de farmaco de la presente descripcion selecciona especificamente como diana células estrelladas y
permite que se muestre un efecto deseado tal como, por ejemplo, inhibicién o prevencion de fibrosis con el maximo
efecto y minimos efectos secundarios transportando eficazmente a células estrelladas un material o cuerpo deseado
tal como, por ejemplo, un farmaco para controlar la actividad o el crecimiento de células estrelladas. EI material o
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cuerpo que suministra el presente portador de farmaco no esta particularmente limitado, pero preferiblemente tiene
un tamarfio que permite el movimiento fisico en un organismo vivo desde un sitio de administracion hasta el higado,
pancreas, etc., en el que estan presentes las células estrelladas. Por tanto, el portador de farmaco de la presente
descripcioén puede transportar no solo un material tal como un atomo, una molécula, un compuesto, una proteina, o
un acido nucleico sino también un cuerpo tal como un vector, una particula de virus, una célula, un sistema de
liberacién de farmaco constituido por uno o mas elementos, o una micromaquina. El material o cuerpo tiene
preferiblemente la propiedad de ejercer algun efecto sobre células estrelladas, y ejemplos del mismo incluyen uno
que marca células estrelladas y uno que controla la actividad o el crecimiento de células estrelladas.

Por tanto, en una realizacion de la presente descripcion, es un farmaco para controlar la actividad o el crecimiento
de células estrelladas lo que suministra el portador de farmaco. Esto puede ser cualquier farmaco que inhibe directa
o indirectamente las acciones fisicoquimicas de células estrelladas implicadas en la promocién de fibrosis, y
ejemplos de los mismos incluyen, pero no se limitan a, inhibidores de la actividad de TGFp tales como un receptor
de TGFp tipo Il truncado y un receptor de TGFp tipo Il soluble, preparaciones de factores de crecimiento tales como
HGF y vectores de expresion para los mismos, promotores de la produccién de MMP tales como un vector de
adenovirus que contiene gen de MMP, inhibidores de la produccion de TIMP tales como un acido nucleico de TIMP
antisentido, un ligando de PPARYy, inhibidores de la activacion celular y/o inhibidores del crecimiento celular tales
como un inhibidor de la actividad de angiotensina, un inhibidor de la actividad de PDGF, y un inhibidor de canales de
sodio, y también inductores de la apoptosis tales como compuesto 861 y gliotoxina, adiponectina, y un compuesto
que tiene actividad inhibidora de Rho cinasa tal como (+)-trans-4-(1-aminoetil)-1-(4-piridilcarbamoil)ciclohexano.
Ademas, el farmaco para controlar la actividad o el crecimiento de células estrelladas en la presente descripcion
puede ser cualquier farmaco que promueve directa o indirectamente las acciones fisicoquimicas de células
estrelladas directa o indirectamente implicadas en la inhibicién de fibrosis, y ejemplos de los mismos incluyen, pero
no se limitan a, un farmaco para promover un sistema de degradacién de colageno, por ejemplo, promotores de la
produccion de MMP tales como un vector de expresion de MMP, HGF, y farmacos que tienen actividad de tipo HGF
tales como analogos de HGF y vectores de expresion para los mismos.

Otros ejemplos del farmaco para controlar la actividad o el crecimiento de células estrelladas en la presente
descripcion incluyen un farmaco para controlar el metabolismo de una matriz extracelular tal como colageno, por
ejemplo, una sustancia que tiene un efecto de inhibir la expresién de una molécula diana, tal como ARNip, ribozima,
y acido nucleico antisentido (incluyendo ARN, ADN, ANP, y un material compuesto de los mismos), una sustancia
que tiene un efecto negativo dominante, y vectores que expresan los mismos, que seleccionan como diana, por
ejemplo, una molécula constituyente de la matriz extracelular producida por células estrelladas o seleccionan como
diana una o mas moléculas que tienen la funcion de producir o secretar la molécula constituyente de la matriz
extracelular.

La presente descripcion también se refiere a un medicamento para tratar un trastorno relacionado con células
estrelladas, conteniendo el medicamento el portador de farmaco y el farmaco para controlar la actividad o el
crecimiento de células estrelladas, y se refiere al uso del portador de farmaco en la produccion de una composicion
farmacéutica para tratar un trastorno relacionado con células estrelladas. El trastorno relacionado con células
estrelladas al que se hace referencia en el presente documento significa un trastorno en el que las células
estrelladas estan directa o indirectamente implicadas en el proceso del trastorno, es decir, la aparicion,
exacerbacién, mejora, remision, cura, etc. del trastorno, y los ejemplos de los mismos incluyen trastornos hepaticos
tales como hepatitis, en particular hepatitis crénica, fibrosis hepatica, cirrosis hepatica, y cancer de higado, y
trastornos pancreaticos tales como pancreatitis, en particular pancreatitis crénica, fibrosis pancreatica, y cancer
pancreatico.

En el medicamento de la presente descripcion, el portador de farmaco puede incluir un farmaco en su interior, estar
unido al exterior de una sustancia que contiene farmaco, o mezclarse con un farmaco siempre que el retinoide y/o
conjugado de retinoide incluido en el portador de farmaco esté al menos parcialmente expuesto en el exterior de la
preparacion antes de que alcance las células estrelladas como muy tarde. Por tanto, dependiendo de la via de
administracién o la manera en la que se libera el farmaco, el medicamento puede cubrirse con un material
apropiado, tal como, por ejemplo, un recubrimiento entérico o un material que se disgrega a lo largo del tiempo, o
puede incorporarse en un sistema de liberacion de farmaco apropiado.

Por tanto, la presente descripcion incluye un portador de farmaco o kit de preparacion de medicamento que contiene
uno o mas recipientes que contienen uno o mas de un constituyente de portador de farmaco, un retinoide y/o un
conjugado de retinoide, y/o un farmaco, y también incluye un componente esencial para el portador de farmaco o el
medicamento proporcionado en forma de un kit de este tipo. El kit de la presente descripcién puede contener,
ademas de los descritos anteriormente, una descripcion, etc. en la que se describe un método de preparacién o un
método de administracion para el portador de farmaco y el medicamento de la presente descripcion. Ademas, el kit
de la presente descripcion puede contener todos los componentes para completar el portador de farmaco o el
medicamento de la presente descripcidn pero no contiene necesariamente todos los componentes. Por tanto, no es
necesario que el kit de la presente descripcion contenga un reactivo o un disolvente que estd normalmente
disponible en el lugar de tratamiento médico, una instalacién de experimentacion, etc. tal como, por ejemplo, agua
estéril, solucién salina o una disolucion de glucosa.
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La presente descripcion se refiere ademas a un método para tratar un trastorno relacionado con células estrelladas,
incluyendo el método administrar una cantidad eficaz del medicamento a un sujeto que lo necesita. La cantidad
eficaz a la que se hace referencia en el presente documento es una cantidad que suprime la aparicién del trastorno
diana, reduce los sintomas del mismo, o previene la progresion del mismo, y preferiblemente es una cantidad que
previene la aparicién del trastorno diana o cura el trastorno diana. También es preferiblemente una cantidad que no
provoca un efecto adverso que supere el beneficio de la administracién. Una cantidad de este tipo puede
determinarse segun sea apropiado mediante una prueba in vitro usando células en cultivo, etc. o mediante una
prueba en un animal de modelo tal como un ratén, una rata, u perro o un cerdo, y tales métodos de prueba los
conoce bien un experto en la técnica.

En el método de la presente descripcion, el término “sujeto” significa cualquier individuo vivo, preferiblemente un
animal, mas preferiblemente un mamifero, y ain mas preferiblemente un individuo humano. En la presente
descripcion, el sujeto puede estar sano o afectado por algun trastorno, y en el caso de que se pretenda tratamiento
de un trastorno, el sujeto normalmente significa un sujeto afectado por el trastorno o que tiene riesgo de verse
afectado.

Ademas, el término “tratamiento” incluye todos los tipos de intervencion profilactica y/o terapéutica médicamente
aceptable con el propdsito de la cura, remision temporal, prevencion, etc. de un trastorno. Por ejemplo, cuando el
trastorno es fibrosis hepatica, el término “tratamiento” incluye la intervencion médicamente aceptable para diversos
fines incluyendo retrasar o detener la progresion de fibrosis, regresion o desaparicion de lesiones, prevencion de la
aparicion de fibrosis, o prevencién de la recidiva.

La presente descripcion también se refiere a un método para suministrar un farmaco a células estrelladas usando el
portador de farmaco. Este método incluye, pero no se limita a, una etapa de soportar una sustancia que va a
suministrarse sobre el portador de farmaco, y una etapa de administrar o afadir el portador de farmaco que porta la
sustancia que va a suministrarse a un medio u organismo vivo que contiene células estrelladas, tal como, por
ejemplo, un medio de cultivo. Estas etapas pueden lograrse segun sea apropiado segun cualquier método conocido,
el método descrito en la presente memoria descriptiva, etc. Este método de suministro puede combinarse con otro
método de suministro, por ejemplo, otro método de suministro en el que un 6rgano en el que estan presentes células
estrelladas es la diana, etc.

Las moléculas de acido nucleico pueden estar adaptadas para su uso para prevenir o tratar enfermedades,
caracteristicas, estados y/o trastornos de fibrosis (por ejemplo, de higado, de rifién, peritoneal y pulmonar), y/o
cualquier otra caracteristica, enfermedad, trastorno o estado que esta relacionado con, o respondera a, los niveles
de hsp47 en una célula o tejido, solas o en combinacién con otras terapias. Una molécula de acido nucleico puede
incluir un vehiculo de suministro, incluyendo liposomas, para su administracion a un sujeto, portadores y diluyentes y
sus sales, y/o puede estar presente en formulaciones farmacéuticamente aceptables.

Las moléculas de acido nucleico de la descripcion pueden incluir secuencias mostradas en la tabla 3. Ejemplos de
tales moléculas de acido nucleico consisten esencialmente en secuencias proporcionadas en la tabla 3.

Las moléculas de acido nucleico pueden administrarse mediante suministro pulmonar, tal como mediante inhalacion
de un aerosol o pulverizacién de formulacién seca administrada mediante un dispositivo de inhalacién o nebulizador,
proporcionando una rapida captacion local de las moléculas de acido nucleico en tejidos pulmonares relevantes.
Pueden prepararse composiciones particuladas solidas que contienen particulas secas respirables de
composiciones de acido nucleico micronizadas triturando composiciones de acido nucleico secadas o liofilizadas, y
después haciendo pasar la composicion micronizada a través, por ejemplo, de un tamiz de 400 de malla para
descomponer o separar aglomerados grandes. Una composicion particulada soélida que comprende las
composiciones de acido nucleico de la descripcion puede contener opcionalmente un dispersante que sirve para
facilitar la formacién de un aerosol asi como otros compuestos terapéuticos. Un dispersante adecuado es lactosa,
que puede combinarse con el compuesto de acido nucleico en cualquier proporciéon adecuada, tal como una
proporcion de 1 con respecto a 1 en peso.

Los aerosoles de particulas liquidas pueden incluir una molécula de acido nucleico divulgada en el presente
documento y pueden producirse mediante cualquier medio adecuado, tal como con un nebulizador (véase, por
ejemplo, la patente estadounidense n.° 4.501.729). Los nebulizadores son dispositivos comercialmente disponibles
que transforman disoluciones o suspensiones de un principio activo en una niebla de aerosol terapéutica o bien por
medio de aceleracion de un gas comprimido, normalmente aire u oxigeno, a través de un orificio estrecho de tipo
Venturi o bien por medio de agitacion por ultrasonidos. Las formulaciones adecuadas para su uso en nebulizadores
incluyen el principio activo en un portador liquido en una cantidad de hasta el 40 % p/p, preferiblemente menos del
20 % p/p de la formulacién. El portador es normalmente agua o una disoluciéon alcohdlica acuosa diluida,
preferiblemente que se vuelve isotdnica con los liquidos corporales mediante la adicion, por ejemplo, de cloruro de
sodio u ofras sales adecuadas. Los aditivos opcionales incluyen conservantes si la formulacion no se prepara de
manera estéril, por ejemplo, hidroxibenzoato de metilo, antioxidantes, aromatizantes, aceites volatiles, agentes
tamponantes y emulsionantes y otros tensioactivos de formulacion. Los aerosoles de particulas sélidas que incluyen
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la composicién activa y tensioactivo también pueden producirse con cualquier generador de aerosol particulado
solido. Los generadores de aerosol para administrar productos terapéuticos particulados soélidos a un sujeto
producen particulas que son respirables, tal como se explico anteriormente, y generan un volumen de aerosol que
contiene una dosis medida predeterminada de una composicién terapéutica a una velocidad adecuada para la
administracion a humanos. Un tipo ilustrativo de generador de aerosol particulado sélido es un insuflador. Las
formulaciones adecuadas para administracion mediante insuflacién incluyen polvos finamente triturados que pueden
suministrarse por medio de un insuflador. En el insuflador, el polvo, por ejemplo, una dosis medida del mismo eficaz
para llevar a cabo los tratamientos descritos en el presente documento, esta contenido en capsulas o cartuchos,
normalmente compuestos por gelatina o plastico, que o bien se perforan o bien se abren in situ y el polvo se
suministra mediante aire extraido a través del dispositivo tras la inhalacién o por medio de una bomba accionada
manualmente. El polvo empleado en el insuflador consiste o bien Unicamente en el principio activo o bien en una
combinacion en polvo que comprende el principio activo, un diluyente en polvo adecuado, tal como lactosa, y un
tensioactivo opcional. El principio activo incluye normalmente desde 0,1 hasta 100 p/p de la formulaciéon. Un
segundo tipo de generador de aerosol ilustrativo incluye un inhalador de dosis medida. Los inhaladores de dosis
medida son dispensadores de aerosol a presion, que contienen normalmente una formulaciéon en suspensién o
disolucion del principio activo en un propelente licuado. Durante el uso estos dispositivos descargan la formulacion a
través de una valvula adaptada para suministrar un volumen medido para producir una pulverizacion de particulas
finas que contiene el principio activo. Los propelentes adecuados incluyen determinados compuestos de
clorofluorocarbono, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano y mezclas de los
mismos. La formulacion puede contener adicionalmente uno o mas codisolventes, por ejemplo, etanol,
emulsionantes y otros tensioactivos de formulacion, tales como acido oleico o trioleato de sorbitano, antioxidantes y
agentes aromatizantes adecuados. Otros métodos para el suministro pulmonar se describen, por ejemplo, en los
documentos US20040037780, US6592904, US6582728 y US6565885. El documento WO08132723 se refiere al
suministro mediante aerosol de oligonucledtidos en general, y de ARNip en particular, al sistema respiratorio.

Las moléculas de acido nucleico pueden administrarse al sistema nervioso central (SNC) o sistema nervioso
periférico (SNP). Experimentos han demostrado la captacion eficaz in vivo de acidos nucleicos mediante neuronas.
Véase, por ejemplo, Sommer et al., 1998, Antisense Nuc. Acid Drug Dev., 8:75; Epa et al., 2000, Antisense Nuc.
Acid Drug Dev., 10:469; Broaddus et al, 1998, J. Neurosurg., 88:734; Karle et al., 1997, Eur. J. Pharmocol., 340:153;
Bannai et al., 1998, Cerebro Research, 784:304; Rajakumar et al., 1997, Synapse, 26:199; Wu-pong et al., 1999,
BioPharm, 12:32; Bannai et al., 1998, Cerebro Res. Protoc., 3:83; y Simantov ef al., 1996, Neuroscience, 74:39. Por
tanto, las moléculas de acido nucleico son susceptibles de suministro a, y captacion por, células en el SNC y/o SNP.

El suministro de moléculas de acido nucleico al SNC se proporciona mediante una variedad de estrategias
diferentes. Los enfoques tradicionales para el suministro al SNC que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a,
administracion intratecal e intracerebroventricular, implantacion de catéteres y bombas, inyeccion directa o perfusion
en el sitio del dafio o la lesidn, inyeccion en el sistema arterial cerebral, o mediante apertura quimica u osmética de
la barrera hematoencefalica. Otros enfoques pueden incluir el uso de diversos sistemas de transporte y portador, por
ejemplo, mediante el uso de conjugados y polimeros biodegradables. Ademas, pueden usarse enfoques de terapia
génica, por ejemplo, tal como se describe en Kaplitt et al., patente estadounidense n.° 6.180.613 y Davidson,
documento WO 04/013280, para expresar moléculas de acido nucleico en el SNC.

Pueden formularse o complejarse moléculas de acido nucleico con polietilenimina (por ejemplo, PEI lineal o
ramificada) y/o derivados de polietilenimina, incluyendo, por ejemplo, PEIl injertadas tales como galactosa-PEl,
colesterol-PEI, PEI derivatizada con anticuerpos, y derivados de polietilenglicol-PEI (PEG-PEI) de los mismos
(véase, por ejemplo, Ogris et al., 2001, AAPA PharmSci, 3, 1-11; Furgeson et al., 2003, Bioconjugate Chem., 14,
840-847; Kunath et al., 2002, Pharm Res 19:810-17; Choi et al., 2001, Bull. Korean Chem. Soc., 22:46-52; Bettinger
et al., 1999, Bioconjugate Chem., 10:558-561; Peterson et al., 2002, Bioconjugate Chem. 13:845-54; Erbacher et al.,
1999, J Gene Med 1:1-18; Godbey et al., 1999., PNAS, 96:5177-81; Godbey et al., 1999, J Controlled Release,
60:149-60; Diebold et al., 1999, J Biol Chem, 274:19087-94; Thomas et al., 2002, PNAS, 99, 14640-45; y Sagara,
patente estadounidense n.° 6.586.524).

Las moléculas de acido nucleico pueden incluir un bioconjugado, por ejemplo, un conjugado de acido nucleico tal
como se describe en Vargeese et al, documento estadounidense con n.° de serie 10/427.160; patente
estadounidense n.° 6.528.631; patente estadounidense n.° 6.335.434; patente estadounidense n.° 6.235.886;
patente estadounidense n.° 6.153.737; patente estadounidense n.° 5.214.136; patente estadounidense n.°
5.138.045.

Las composiciones, los métodos y los kits divulgados en el presente documento pueden incluir un vector de
expresion que incluye una secuencia de acido nucleico que codifica al menos una molécula de acido nucleico de la
descripcién de una manera que permite la expresion de la molécula de acido nucleico. Los métodos de introducir
moléculas de acido nucleico o uno o mas vectores capaces de expresar las cadenas de ARNbc en el entorno de la
célula dependeran del tipo de célula y la composicion de su entorno. La molécula de acido nucleico o el constructo
de vector pueden introducirse directamente en la célula (es decir, de manera intracelular); o introducirse de manera
extracelular en una cavidad, espacio intersticial, en la circulacién de un organismo, introducirse por via oral, o
pueden introducirse bafiando un organismo o una célula en una disolucion que contiene ARNbc. La célula es
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preferiblemente una célula de mamifero; mas preferiblemente una célula humana. La molécula de acido nucleico del
vector de expresion puede incluir una region sentido y una region antisentido. La region antisentido puede incluyen
una secuencia complementaria a una secuencia de ARN o ADN que codifica hsp47 y la region sentido puede incluir
una secuencia complementaria a la region antisentido. La molécula de acido nucleico puede incluir dos cadenas
distintas que tienen regiones sentido y antisentido complementarias. La molécula de acido nucleico puede incluir una
Unica cadena que tiene regiones sentido y antisentido complementarias.

Las moléculas de acido nucleico que interaccionan con moléculas de ARN diana y regulan por disminucién el gen
que codifica moléculas de ARN diana (por ejemplo, moléculas de ARN diana mencionadas en los nimeros de
registro de Genbank en el presente documento) pueden expresarse a partir de unidades de transcripcion insertadas
en vectores de ADN o ARN. Los vectores recombinantes pueden ser plasmidos de ADN o vectores viricos. Pueden
construirse vectores viricos que expresan moléculas de acido nucleico basandose en, pero sin limitarse a, virus
adenoasociados, retrovirus, adenovirus, o alfavirus. Los vectores recombinantes capaces de expresar las moléculas
de acido nucleico pueden suministrarse tal como se describe en el presente documento, y persistir en células diana.
Alternativamente, pueden usarse vectores viricos que proporcionan la expresion transitoria de moléculas de acido
nucleico. Tales vectores pueden administrarse de manera repetida segin sea necesario. Una vez expresadas, las
moléculas de acido nucleico se unen y regulan por disminucion la funcién o expresion génica mediante interferencia
de ARN (iARN). El suministro de vectores que expresan moléculas de acido nucleico puede ser sistémico, tal como
mediante administraciéon intravenosa o intramuscular, mediante administraciéon a células diana explantadas de un
sujeto seguido por reintroduccion en el sujeto, o mediante cualquier otro medio que permitira la introduccion en la
célula diana deseada.

Los vectores de expresion pueden incluir una secuencia de acido nucleico que codifica al menos una molécula de
acido nucleico divulgada en el presente documento, de una manera que permite la expresion de la molécula de
acido nucleico. Por ejemplo, el vector puede contener secuencia(s) que codifica(n) ambas cadenas de una molécula
de acido nucleico que incluyen un duplex. El vector también puede contener secuencia(s) que codifica(n) una Unica
molécula de acido nucleico que es complementaria consigo misma y por tanto forma una molécula de acido
nucleico. Se describen ejemplos no limitativos de tales vectores de expresion en Paul et al.,, 2002, Nature Biotech
19, 505; Miyagishi et al., 2002, Nature Biotech 19, 497; Lee et al., 2002, Nature Biotech 19, 500; y Novina et al.,
2002, Nature Med:10.1038/nm725. También pueden incluirse vectores de expresion en una célula de mamifero (por
ejemplo, humana).

Un vector de expresion puede incluir una secuencia de acido nucleico que codifica dos o0 mas moléculas de acido
nucleico, que pueden ser iguales o diferentes. Los vectores de expresion pueden incluir una secuencia para una
molécula de acido nucleico complementaria a una molécula de acido nucleico a la que se hace referencia mediante
un numero de registro de Genbank NM_001235, por ejemplo, las mostradas en la tabla 2.

Un vector de expresion puede codificar una o ambas cadenas de un duplex de acido nucleico, o una Unica cadena
complementaria consigo misma que se hibrida consigo misma para dar un duplex de acido nucleico. Las secuencias
de acido nucleico que codifican moléculas de acido nucleico pueden unirse operativamente de una manera que
permite la expresion de la molécula de acido nucleico (véase, por ejemplo, Paul et al., 2002, Nature Biotech, 19:505;
Miyagishi y Taira, 2002, Nature Biotech 19:497; Lee et al., 2002, Nature Biotech 19:500; y Novina et al., 2002,
Nature Med, 10.1038/nm725).

Un vector de expresion puede incluir uno o mas de los siguientes: a) una region de inicio de la transcripcion (por
ejemplo, regioén de inicio pol I, Il o lll eucariota); b) una regién de terminacion de la transcripcion (por ejemplo, region
de terminacion pol |, 1l o lll eucariota); ¢) un intrén y d) una secuencia de acido nucleico que codifica al menos una
de las moléculas de acido nucleico, en el que dicha secuencia esta operativamente unida a la regién de inicio y la
region de terminacion de una manera que permite la expresion y/o el suministro de la molécula de acido nucleico. El
vector puede incluir opcionalmente un marco de lectura abierto (ORF) para una proteina operativamente unida al
lado 5 o al lado 3’ de la secuencia que codifica la molécula de acido nucleico; y/o un intrén (secuencias
intermedias).

La transcripcion de las secuencias de moléculas de acido nucleico puede impulsarse a partir de un promotor para
ARN polimerasa | (pol 1) eucariota, ARN polimerasa Il (pol 1l), o ARN polimerasa Ill (pol Ill). Los transcritos de
promotores pol Il o pol lll se expresan a altos niveles en todas las células; los niveles de un promotor pol Il dado en
un tipo de célula dado depende de la naturaleza de las secuencias reguladoras del gen (potenciadores,
silenciadores, etc.) presentes cerca. También se usan promotores de ARN polimerasa eucariotas, siempre que la
enzima ARN polimerasa procariota se exprese en las células apropiadas (Elroy et al., 1990, PNAS, 87:6743-47; Gao
et al., 1993, Nucleic Acids Res 21:2867-72; Lieber et al., 1993, Methods Enzymol., 217:47-66; Zhou et al., 1990, Mol.
Cell. Biol. 10:4529-37). Varios investigadores han demostrado que moléculas de acido nucleico expresadas a partir
de tales promotores pueden funcionar en células de mamifero (por ejemplo, Kashani-Sabet et al., 1992, Antisense
Res. Dev., 2:3-15; Ojwang et al., 1992, PNAS 89:10802-06; Chen et al., 1992, Nucleic Acids Res., 20:4581-89; Yu et
al, 1993, PNAS, 90:6340-44; L’Huillier ef al., 1992, EMBO J., 11:4411-18; Lisziewicz et al., 1993, PNAS 90: 8000-04;
Thompson et al., 1995, Nucleic Acids Res., 23:2259; Sullenger et al., 1993, Science, 262:1566). Mas
especificamente, unidades de transcripcion tales como las derivadas de genes que codifican unidad pequefia
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nuclear U6 (ARNpn), ARN de transferencia (ARNt) y ARN de VA de adenovirus son utiles en la generacion de altas
concentraciones de moléculas de ARN deseadas tales como ANip en células (Thompson et al., citado anteriormente;
Couture y Stinchcomb, 1996, citado anteriormente; Noonberg et al., 1994, Nucleic Acids Res. 22:2830; Noonberg et
al., patente estadounidense n.° 5.624.803; Good et al., 1997, Gene Ther., 4:45; Beigelman et al., publicacion PCT
internacional n.° WO 96/18736). Las unidades de transcripcion de acido nucleico anteriores pueden incorporarse en
una variedad de vectores para la introduccién en células de mamifero, incluyendo, pero sin limitarse a, vectores de
ADN de plasmidos, vectores de ADN virico (tales como vectores de adenovirus o virus adenoasociado), o vectores
de ARN virico (tales como vectores retroviricos o de alfavirus) (véase Couture y Stinchcomb, 1996 citado
anteriormente).

La molécula de acido nucleico puede expresarse dentro de células de promotores eucariotas (por ejemplo, |zant y
Weintraub, 1985, Science, 229, 345; McGarry y Lindquist, 1986, PNAS 83, 399; Scanlon et al., 1991, PNAS
88:10591-95; Kashani- Sabet et al., 1992, Antisense Res. Dev., 2:3-15; Dropulic et al., 1992, J. Virol., 66:1432-41;
Weerasinghe et al., 1991, J. Virol., 65:5531-34; Ojwang et al., 1992, PNAS, 89:10802-06; Chen et al., 1992, Nucleic
Acids Res., 20:4581-89; Sarver et al., 1990 Science, 247:1222-25; Thompson et al., 1995, Nucleic Acids Res.,
23:2259; Good et al., 1997, Gene Therapy, 4:45). Los expertos en la técnica constataran que cualquier acido
nucleico puede expresarse en células eucariotas a partir del vector de ADN/ARN apropiado. La actividad de tales
acidos nucleicos puede aumentarse mediante su liberacion a partir del transcrito primario mediante un acido nucleico
enzimatico (Draper et al., documento PCT WO 93/23569, y Sullivan et al., documento PCT WO 94/02595; Ohkawa
et al., 1992, Nucleic Acids Symp. Ser., 27:15-6; Taira et al., 1991, Nucleic Acids Res., 19:5125-30; Ventura et al.,
1993, Nucleic Acids Res., 21:3249-55; Chowrira et al., 1994, J. Biol. Chem., 269:25856).

Un constructo virico empaquetado en una particula virica lograra tanto la introduccién eficaz de un constructo de
expresion en la célula como la transcripcion de constructo de ARNbc codificado por el constructo de expresion.

Los métodos para la introduccion oral incluyen el mezclado directo de ARN con alimentos del organismo, asi como
enfoques modificados por ingenieria en los que una especie que se usa como alimento se modifica por ingenieria
para expresar un ARN, después se alimenta al organismo que va a afectarse. Pueden emplearse métodos fisicos
para introducir una disoluciéon de molécula de acido nucleico en la célula. Los métodos fisicos de introduccién de
acidos nucleicos incluyen inyeccion de una disolucion que contiene la molécula de acido nucleico, bombardeo
mediante particulas cubiertas por la molécula de acido nucleico, empapado de la célula u organismo en una
disolucion del ARN, o electroporacion de membranas celulares en presencia de la molécula de acido nucleico.

Pueden usarse otros métodos conocidos en la técnica para la introduccién de acidos nucleicos en células, tales
como transporte con portador mediado por lipidos, transporte mediado por productos quimicos, tales como fosfato
de calcio, y similares. Por tanto, las moléculas de acido nucleico pueden introducirse junto con componentes que
realizan una o mas de las siguientes actividades: potenciar la captacion de ARN por la célula, fomentar la hibridacion
de las cadenas de duplex, estabilizar las cadenas hibridadas, o de otro modo aumentar la inhibicion del gen diana.

Dosificaciones

La dosificacion util que va a administrarse y el modo de administracién particular variaran dependiendo de factores
tales como el tipo de célula, o para el uso in vivo, la edad, peso y animal particular y la regién del mismo que va a
tratarse, el acido nucleico particular y el método de suministro usado, el uso terapéutico o de diagndstico
contemplado, y la forma de la formulacién, por ejemplo, suspensién, emulsion, micelas o liposoma, tal como
apreciaran facilmente los expertos en la técnica. Normalmente, la dosificacion se administra a niveles bajos y se
aumenta hasta que se logra el efecto deseado.

Cuando se usan lipidos para suministrar el acido nucleico, la cantidad de compuesto lipidico que se administra
puede variar y depende generalmente de la cantidad de acido nucleico que esté administrandose. Por ejemplo, la
proporcion en peso de compuesto lipidico con respecto a acido nucleico es preferiblemente de desde
aproximadamente 1:1 hasta aproximadamente 30:1, prefiriéndose mas una proporciéon en peso de aproximadamente
5:1 a aproximadamente 15:1.

Una unidad de dosificaciéon adecuada de moléculas de acido nucleico puede estar en el intervalo de 0,001 a
0,25 miligramos por kilogramo de peso corporal del receptor al dia, o en el intervalo de 0,01 a 20 microgramos por
kilogramo de peso corporal al dia, o en el intervalo de 0,01 a 10 microgramos por kilogramo de peso corporal al dia,
o en el intervalo de 0,10 a 5 microgramos por kilogramo de peso corporal al dia, o en el intervalo de 0,1 a
2,5 microgramos por kilogramo de peso corporal al dia.

Pueden introducirse cantidades adecuadas de moléculas de acido nucleico y estas cantidades pueden determinarse
empiricamente usando métodos convencionales. Las concentraciones eficaces de especies de moléculas de acido
nucleico individuales en el entorno de una célula pueden ser de aproximadamente 1 femtomolar, aproximadamente
50 femtomolar, 100 femtomolar, 1 picomolar, 1,5 picomolar, 2,5 picomolar, 5 picomolar, 10 picomolar, 25 picomolar,
50 picomolar, 100 picomolar, 500 picomolar, 1 nanomolar, 2,5 nanomolar, 5 nanomolar, 10 nanomolar,
25 nanomolar, 50 nanomolar, 100 nanomolar, 500 nanomolar, 1 micromolar, 2,5 micromolar, 5 micromolar,
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10 micromolar, 100 micromolar o mas.

Niveles de dosificacion del orden de desde aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente 140 mg por kilogramo
de peso corporal al dia son utiles en el tratamiento de los estados indicados anteriormente (de aproximadamente
0,5 mg a aproximadamente 7 g por sujeto al dia). La cantidad de principio activo que puede combinarse con los
materiales portadores para producir una forma de dosificacion individual varia dependiendo del huésped tratado y el
modo de administracion particular. Las formas de unidades de dosificacion contienen generalmente desde
aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 500 mg de un principio activo.

Se entiende que el nivel de dosis especifico para cualquier sujeto particular depende de una variedad de factores
incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, peso corporal, salud general, sexo, dieta, hora
de administracion, via de administracion, y tasa de excrecidon, combinacion de farmacos e intensidad de la
enfermedad particular que esta sometiéndose a terapia.

Las composiciones farmacéuticas que incluyen la molécula de acido nucleico divulgada en el presente documento
pueden administrarse una vez al dia, qid, tid, bid, QD, o a cualquier intervalo y durante cualquier duracién que sea
médicamente apropiada. Sin embargo, el agente terapéutico también puede administrarse en unidades de
dosificacién que contienen dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas subdosis administradas a intervalos apropiados a lo
largo de todo el dia. En ese caso, las moléculas de acido nucleico contenidas en cada subdosis pueden ser
correspondientemente mas pequefias con el fin de lograr la unidad de dosificaciéon diaria total. La unidad de
dosificacion también puede estar compuesta por una Unica dosis a lo largo de varios dias, por ejemplo, usando una
formulacion de liberacion sostenida convencional que proporciona liberacion sostenida y constante del ARNbc a lo
largo de un periodo de varios dias. Las formulaciones de liberacion sostenida se conocen bien en la técnica. La
unidad de dosificacion puede contener un multiplo correspondiente de la dosis diaria. La composicién puede estar
compuesta de tal manera que la suma de las unidades multiples de un acido nucleico juntas contienen una dosis
suficiente.

Composiciones farmacéuticas, Kits y recipientes

También se proporcionan composiciones, kits, recipientes y formulaciones que incluyen una molécula de acido
nucleico (por ejemplo, una molécula de ANip) tal como se proporciona en el presente documento para reducir la
expresion de hsp47 para administrar o distribuir la molécula de acido nucleico a un paciente. Un kit puede incluir al
menos un recipiente y al menos una etiqueta. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales,
jeringuillas y tubos de ensayo. Los recipientes pueden formarse a partir de una variedad de materiales tales como
vidrio, metal o plastico. El recipiente puede contener secuencia(s) de aminoacidos, molécula(s) pequefa(s),
secuencia(s) de acido nucleico, poblacion/poblaciones celular(es) y/o anticuerpo(s). En una realizacion, el recipiente
contiene un polinucledtido para su uso en el examen del perfil de expresion de ARNm de una célula, junto con
reactivos usados para este fin. En otra realizacion un recipiente incluye un anticuerpo, fragmento de union del mismo
o proteina de unidn especifica para su uso en la evaluacion de la expresion de proteina hsp47 en células y tejidos, o
para fines relevantes de laboratorio, prondstico, diagnostico, profilacticos y terapéuticos; pueden incluirse
indicaciones y/o instrucciones para tales usos en o con tal recipiente, al igual que reactivos y otras composiciones o
herramientas usadas para estos fines. Los kits pueden incluir ademas indicaciones y/o instrucciones asociadas;
también pueden incluirse reactivos y otras composiciones o herramientas usadas para tal fin.

El recipiente puede contener alternativamente una composicion que es eficaz para tratar, diagnosticar, pronosticar o
realizar la profilaxis de un estado y puede tener un orificio de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una
bolsa de disolucion intravenosa o un vial que tiene un tapén que puede perforarse mediante una aguja de inyeccion
hipodérmica). Los agentes activos en la composicion pueden ser una molécula de acido nucleico capaz de unirse
especificamente a hsp47 y/o modular la funcién de hsp47.

Un kit puede incluir ademas un segundo recipiente que incluye un tampén farmacéuticamente aceptable, tal como
solucion salina tamponada con fosfato, solucion de Ringer y/o disolucion de dextrosa. Puede incluir ademas otros
materiales deseables desde un punto de vista comercial y de usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros,
agitadores, agujas, jeringuillas y/o prospectos con indicaciones y/o instrucciones de uso.

Las ampollas de dosificacién unitaria o recipientes multidosis, en los que se envasan las moléculas de acido nucleico
antes de su uso, pueden incluir un recipiente herméticamente sellado que encierra una cantidad de polinucleétido o
disolucién que contiene un polinucleétido adecuada para una dosis farmacéuticamente eficaz del mismo, o multiplos
de una dosis eficaz. El polinucledtido se envasa como formulacion estéril, y el recipiente herméticamente sellado
esta disefiado para conservar la esterilidad de la formulacién hasta su uso.

El recipiente en el que el polinucledtido que incluye una secuencia que codifica un elemento de respuesta
inmunitaria celular o fragmento del mismo puede incluir un envase que tiene una etiqueta, y la etiqueta puede llevar
un aviso en la forma recomendada por una agencia gubernamental, por ejemplo, la Food and Drug Administration,
aviso que refleja la aprobacion por parte de la agencia segun la ley federal, de la fabricacion, el uso o la
comercializacion del material de polinucleétido en el mismo para su administracion a humanos.

74



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 689 696 T3

La ley federal requiere que el uso de composiciones farmacéuticas en la terapia de humanos lo apruebe una agencia
del gobierno federal. En los Estados Unidos, la implementacién es responsabilidad de la Food and Drug
Administration, que emite reglamentos apropiados para obtener tal aprobacién, detallados en 21 U.S.C. § 301-392.
El reglamento para material bioldgico, incluyendo productos producidos a partir de los tejidos de animales, se
proporciona en 42 U.S.C. § 262. Se requiere una aprobacién similar en la mayoria de los paises extranjeros. Los
reglamentos pueden variar de un pais a otro, pero los procedimientos individuales los conocen bien los expertos en
la técnica y por consiguiente las composiciones y los métodos proporcionados en el presente documento
preferiblemente cumplen con ellos.

La dosificacién que va a administrarse depende en gran medida del estado y del tamafio del sujeto que esta
tratandose asi como de la frecuencia de tratamiento y la via de administracion. Los regimenes para continuar la
terapia, incluyendo la dosis y la frecuencia, pueden guiarse por la respuesta inicial y el criterio clinico. Se prefiere la
via de inyeccion parenteral en el espacio intersticial de tejidos, aunque pueden requerirse otras vias parenterales,
tales como inhalacion de una formulacion de aerosol, en administracion especifica, tal como, por ejemplo, a las
membranas mucosas de los tejidos de la nariz, la garganta, los bronquios o los pulmones.

Como tal, en el presente documento se proporciona un producto farmacéutico que puede incluir un polinucleétido
que incluye una secuencia que codifica un elemento de respuesta inmunitaria celular o fragmento del mismo en
disolucion en un portador inyectable farmacéuticamente aceptable y adecuado para su introduccion de manera
intersticial en un tejido para provocar que las células del tejido expresen un elemento de respuesta inmunitaria
celular o fragmento del mismo, un recipiente que encierra la disolucién, y un aviso asociado con el recipiente en
forma recomendada por una agencia gubernamental que regula la fabricacion, uso o comercializacion de productos
farmacéuticos, aviso que refleja la aprobacion por parte de la agencia de la fabricacion, uso o comercializacion de la
disolucién de polinucledtido para su administracion a humanos.

Indicaciones

Las moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente documento pueden usarse para tratar enfermedades,
estados o trastornos asociados con hsp47, tales como fibrosis hepatica, cirrosis, fibrosis pulmonar, fibrosis renal,
fibrosis peritoneal, dafio hepatico cronico, y fibrilogénesis y cualquier otra enfermedad o estado que esta relacionado
con o respondera a los niveles de hsp47 en una célula o tejido, solas o en combinacién con otras terapias. Como
tales, las composiciones, los kits y los métodos divulgados en el presente documento pueden incluir envasar una
molécula de acido nucleico divulgada en el presente documento incluyendo una etiqueta o prospecto. La etiqueta
puede incluir indicaciones para el uso de las moléculas de acido nucleico tales como el uso para el tratamiento o la
prevencion de fibrosis hepatica, fibrosis peritoneal, fibrosis renal y fibrosis pulmonar, y cualquier otra enfermedad o
estado que esta relacionado con o respondera a los niveles de hsp47 en una célula o tejido, solas o en combinacion
con otras terapias. Una etiqueta puede incluir una indicacion para su uso en la reduccién de la expresion de hsp47.
Un “prospecto” se usa para hacer referencia a instrucciones habitualmente incluidas en envases comerciales de
productos terapéuticos, que contienen informacién sobre las indicaciones, uso, dosificaciéon, administracion,
contraindicaciones, otros productos terapéuticos que van a combinarse con el producto envasado y/o advertencias
referentes al uso de tales productos terapéuticos, etc.

Los expertos en la técnica reconoceran que otros tratamientos, farmacos y terapias anti-fibrosis conocidos en la
técnica pueden combinarse facilmente con las moléculas de acido nucleico en el presente documento (por ejemplo,
moléculas de ANip) y por tanto se contemplan en el presente documento.

Ahora se describiran los métodos y las composiciones proporcionados en el presente documento con mas detalle
mediante referencia a los siguientes ejemplos no limitativos.

EJEMPLO 1 Preparacion de ARNip para gp46

Entre las secuencias 6ptimas para el reconocimiento de ARNip en la seleccién como diana de una secuencia de
base de HSP47, que es una chaperona molecular comun para colagenos (tipos | a V), se prepararon las secuencias
A'y B segun un programa de disefio de oligdmeros de ARNip por iGENE Therapeutics, Inc. Se preparo la secuencia
C mediante busqueda en Internet usando siRNA Target Finder de Ambion, Inc. y seleccionando secuencias de 19
bases que se convertiran en una diana para Gp46 de rata (homdélogo de HSP47 humana, n.° de registro de GenBank
M69246). Cuando se llevd a cabo el disefio, se tuvo cuidado de comenzar de 75 a 100 bases en el sentido de 3’
desde el codon de iniciacion, colocar el primer dimero de AA y asegurarse de que el contenido en GC era del 30 %
al 70 %. En este ejemplo, se prepararon los ARNip que tenian las siguientes secuencias.

A: GUUCCACCAUAAGAUGGUAGACAAC
B: CCACAAGUUUUAUAUCCAAUCUAGG

C: GAAACCUGUAGAGGCCGCA
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EJEMPLO 2 Inhibicién de la expresion de gp46 mediante ARNip preparado

Se transfectaron células de rifidn de rata normales (células NRK), que tenian gp46 de rata y eran fibroblastos que
producian colageno, con ARNip de 0,1 nM a 50 nM y se cultivaron durante de 12 a 48 horas (figura 1). Se comprobo
la cantidad de expresién de gp46 mediante el método de inmunotransferencia de tipo Western (figuras 2 a 4,
correspondiendo la banda superior a gp46, correspondiendo la banda inferior a control de actina). Todos los ARNip
inhibieron la expresion de proteina gp46 notablemente en comparacién con un vehiculo (figura 2). En el siguiente
experimento, se uso la secuencia A de ARNip, que mostré el efecto mas fuerte. La inhibicion mediante ARNip fue
dependiente de la concentracion (figura 3); la expresion de proteina mediante gp46 se inhibid en aproximadamente
el 90 % mediante ARNip 50 nM a las 48 horas (figura 4).

EJEMPLO 3 Inhibicién de la sintesis de coldgeno mediante ARNip preparado

Con el fin de examinar la cantidad de colageno sintetizado, se afiadio 3H-prolina al sobrenadante de cultivo de
fibroblastos de rata (células NRK) en las condiciones mencionadas anteriormente (concentracion de ARNip de
50 nM, tiempo de 48 horas), y tras la transfeccion se examiné la cantidad de *H en la proteina secretada (figura 5).
Se calcul6 la cantidad de colageno sintetizado a partir de la proporcion de proteina secretada en el sobrenadante
con respecto a la proteina degradada mediante colagenasa cuando se cultivaron fibroblastos transfectados con
ARNip de gp46 en presencia de *H-prolina segtin Peterkofsky et al., 1971 Biochemistry 10:988-94.

Proporcion de sintesis de colageno = fraccion sensible a colagenasa x 100 (5,4 x fraccion insensible a colagenasa +
fraccion sensible a colagenasa)

La proporcion de sintesis de colageno en fibroblastos de rata disminuyé en aproximadamente el 40 % en
comparacion con un grupo de control (figura 6).

EJEMPLO 4 Transfeccién especifica de acido nucleico en HSC

Se prepard una emulsion (VA-Lip-GFP) mezclando plasmido de expresion de GFP y VA encapsulada en liposoma
formada mezclando vitamina A al 10 % (VA) y liposoma. Se disolvieron liposomas catiénicos que contenian cloruro
de O,0O’-ditetradecanolil-N-(a-trimetilamonioacetil)dietanolamina (DC-6-14) como lipido catiénico, colesterol y
dioleoilfosfatidiletanolamina a una proporcion molar de 4:3:3 en una mezcla de cloroformo-metanol (4:1, v:v), y se
elimind el disolvente mediante evaporacién a vacio. Se mezclaron los lipidos con una disolucién acuosa de sacarosa
al 9 % y se hidrataron a 60°C y se homogeneizaron hasta la uniformidad. Se extruyé la dispersion dos veces a través
de un filtro de membrana de poli(difluoruro de vinilideno) con un tamario de poro de 0,22 um. Se tomaron alicuotas
de la dispersion en viales de vidrio y se congelaron y después se liofilizaron. Se reconstituyeron los liposomas
secados con agua destilada a una concentracion de DC-6-14 1 mM con agitaciéon con voértex antes de su uso.
Especificamente, en primer lugar, se disolvieron 25 mg de vitamina A en 87 ul de DMSO para dar asi una disolucion
madre 100 mM. Para preparar liposomas acoplados a VA, se mezclaron 200 nmol de VA disuelta en DMSO con
100 nmol de DC-6-14 mediante agitacion con vortex a temperatura ambiente. Se administraron por via intraportal los
VA-ARNip-liposomas a una rata, se extrajo tejido hepatico y se fij6. Se prepar6 la emulsion suponiendo que la
cantidad de plasma para una rata de 200 g era de aproximadamente 10 ml, y estableciendo las concentraciones de
VA y GFP en la sangre portal a 10 uM. Se mezcldé 1 pl de esta disolucion madre de VA con 10 ul de los VA-
liposomas y 179 ul de PBS, se afiadieron adicionalmente 10 ug de plasmido de expresion de GFP a ello para dar un
total de 200 pl, y se agitd la mezcla con vértex durante tres minutos para dar VA-Lip-GFP. Se abrié el abdomen de
una rata SD, y se inyecté lentamente VA-Lip-GFP en una vena portal periférica. Cuarenta y ocho horas tras la
inyeccion, se extirpd tejido hepatico. Dado que, en comparacidon con ofras células hepaticas, la desmina de
filamentos intermedios se expresa especificamente en HSC, cuando se tifi¢ tejido hepatico fijado con anticuerpo
anti-desmina marcado con Alexa Fluor 568, y se examind una imagen de fluorescencia doble con GFP, se confirmo
que GFP se expresaba dentro de la HSC (figura 7). Para controles no tratados y un grupo al que se le administro el
vector de plasmido de expresion de GFP solo, no se observo la expresion en HSC de rata, pero en un grupo al que
se le administré VA-Lip-GFP, se observé expresion de GFP especificamente en células estrelladas.

EJEMPLO 5 Andlisis cuantitativo de |la tasa de transfeccién de acido nucleico

De la misma manera que en el ejemplo 4, excepto porque se usd ARNip de gp46 marcado con FITC en lugar del
plasmido de expresion de GFP, se preparé una emulsion (VA-Lip-ARNip de gp46 (FITC)) que contenia liposoma
encapsulado con VA y ARNip de gp46 marcado con FITC. Se afiadié una disolucion de ARNip de gp46 (580 pmol/ul
en agua destilada) a la disolucion de liposoma acoplado a VA del ejemplo 4 con agitacion a temperatura ambiente.
La proporcion de ARNip con respecto a DC-6-14 era de 1:11,5 (mol/mol) y la proporcién de ARNip con respecto a
liposoma (p/p) era de 1:1. Se eliminaron VA o ARNip libres mediante microrreparto usando un concentrador
VIVASPIN, MWCO de 30 K, mediante tres pases. Se reconstituyé el material atrapado en la membrana con PBS y
se administrd por via intraportal a una rata SD (10 pg como la cantidad de ARNip/200 pl). Cuarenta y ocho horas tras
la administracion se extirp6 tejido hepatico, se tiid aSMA (actina de musculo liso), que en comparacién con otras
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células hepaticas se expresa especificamente en HSC, con anticuerpo anti-aSMA marcado con Alexa Fluor 568, se
tifieron los nucleos celulares con DAPI, y se examind una imagen de fluorescencia mediante microscopio de barrido
laser confocal (LSM). Tal como se muestra en la parte izquierda de la figura 8, en un grupo al que se le administro
VA-Lip-ARNip de gp46 (FITC), se observd un gran nimero de células que emitian tanto fluorescencia verde debida a
FITC como fluorescencia roja debida a Alexa Fluor 568, y cuando se llevo a cabo un analisis cuantitativo mediante
NIH Image (se conté el nimero de células seleccionando 10 campos cualesquiera a partir de una fotografia de
microscopio de fluorescencia a X1000), la eficacia de transfeccion fue del 77,6 % (promedio de 10 campos). Por otro
lado, en un grupo al que se le administré Lip-ARNip de gp46 (FITC) que no contenia VA, la eficacia de transfeccion
fue un valor bajo del 14,0 % y, ademas, se observo transfeccion en células distintas de células estrelladas al 3,0 %
(parte derecha de la figura 8). Se ha encontrado a partir de los resultados anteriores que la eficacia de transfeccion
en células estrelladas aumenta notablemente al incluir VA.

EJEMPLO 6 Inhibicién de la expresion de gp46 mediante VA-Lip-ARNip de gp46

Con respecto a otra seccion del tejido extirpada en el ejemplo 5, se tifid gp46 con anticuerpo anti-HSP47 marcado
con Alexa Fluor 568 y se tifieron los nucleos celulares con DAPI, y se examind una imagen de fluorescencia
mediante un microscopio de barrido laser confocal. Tal como se muestra en la figura 9, se observé que en un grupo
al que se le administré VA-Lip-ARNip de gp46, la expresion de gp46, que puede observarse como fluorescencia roja
(parte derecha en la figura), se redujo notablemente en comparacion con un grupo de control al que se le administro
VA-Lip-ARNip al azar que contenia ARNip al azar, que no era especifico para gp46 (parte izquierda en la figura). La
tasa de inhibicién de la expresion con respecto a un promedio de seis campos del grupo de control fue del 75 %, lo
cual era extremadamente alto, cuando el numero de células negativas para gp46 se examiné seleccionando diez
campos cualesquiera de una fotografia de microscopio de fluorescencia a X1000 usando NIH Image de la misma
manera que en el ejemplo 7.

EJEMPLO 7 Tratamiento de rata de LC (administracion intraportal 1)

Segun un informe de Jezequel et al. (Jezequel et al., 1987, J Hepatol. 5:174-81), se prepard una rata de modelo de
LC usando dimetilnitrosamina (DMN) (figura 10). Especificamente, se administré una dosis de 1 mi’kg de DMN al
1 % (administracién intraperitoneal) a una rata SD de cinco semanas de edad (macho) tres dias seguidos por
semana. Tal como ya se notificd, se observd un aumento en la fibra a partir de la 22 semana, y en la 42 semana esto
estuvo acompafado por los hallazgos de fibrosis marcada, observandose destruccion de la estructura de lébulo
hepatico, y formacion de nédulos regenerativos (figura 11). Después, mediante el mismo método que en los
ejemplos 4 y 5, se prepard una emulsion (VA-Lip-ARNip de gp46) formulando ARNip de gp46 como un liposoma y
mezclando con VA al 10 %, y se administré. Se inici6 la administracion de VA-Lip-ARNip de gp46 en la 32 semana,
momento en el cual se observé suficiente fibrosis, y se llevd a cabo la evaluacion en las semanas 42 y 52. Dado que
se confirmé mediante el ejemplo 2 que los efectos se observaban durante hasta 48 horas in vitro, se llevé a cabo la
administracion dos veces por semana (figura 11). Se determind la cantidad administrada segun un informe en el cual
se inyectd ARNip directamente (McCaffery et al., 2002, Nature 418: 38-39), y fue de 40 pug como cantidad total de
ARNip. A partir de la tincién con azan del higado tras la administracién de ARNip; en la 42 semana no habia ninguna
diferencia aparente entre un grupo al que se le habia administrado solucion salina, un grupo al que se le habia
administrado ARNip (al azar), y un grupo al que se le habia administrado ARNip (gp46), pero en la 5% semana se
observé una disminucion en la cantidad de fibra para el grupo al que se le habia administrado ARNip de gp46 (figura
12). Con el fin de analizar cuantitativamente la cantidad de fibra, se extrajo una parte no tefiida usando NIH Image,
se midi6 su area (figura 13), y se observé una disminucion significativa en el area de colageno para el grupo al que
se le habia administrado ARNip de gp46 (figura 14). Ademas, con el fin de evaluar el grado de fibrosis usando otra
medicién, se midié cuantitativamente la cantidad de hidroxiprolina, que es un indicador de fibrosis, mediante un
método convencional. Especificamente, tras hidrolizar 20 mg de tejido hepatico liofilizado con HCI durante 24 horas,
se centrifugd el liquido de reaccion, y se tratd el sobrenadante con un reactivo tal como solucion de Ehrlich y se
centrifugd. Se recuperd el sobrenadante, y se midié la cantidad de hidroxiprolina en el tejido hepatico midiendo la
absorbancia a 560 nm (Hepatology 1998, 28:1247-52). Tal como se muestra en la figura 15, en el grupo al que se le
habia administrado ARNip de gp46, la cantidad de hidroxiprolina se volvié muy pequefia.

EJEMPLO 8 Tratamiento de rata de LC (administracion intraportal 2)

Ademas, con el fin de examinar un cambio en la tasa de supervivencia mediante la administraciéon del medicamento
de la presente descripcidon, segun un método de Qi Z et al. (PNAS 1999; 96:2345-49), se prepar6 una rata de
modelo de LC usando DMN en una cantidad que se aumento en el 20 % con respecto a la cantidad normal. En este
modelo, se llevd a cabo un total de cuatro administraciones intraportales en las semanas primera y segunda. Los
detalles de la administracion fueron: PBS, Lip-ARNip de gp46, VA-Lip-ARNip al azar, y VA-Lip-ARNip de gp46 (n=7
para cada grupo). Tras la tercera semana, todos los controles (el grupo al que se le habia administrado PBS, el
grupo al que se le habia administrado VA-Lip-ARNip al azar, y el grupo al que se le habia administrado Lip-ARNip de
gp46) estaban muertos, pero 6 de 7 sobrevivieron para el grupo al que se le habia administrado VA-Lip-ARNip de
gp46 (figura 16). Ademas, en la tincion con azan del higado en el dia 21, se observé una disminucion aparente de la
cantidad de fibra para el grupo al que se le habia administrado ARNip de gp46 (figura 17).
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EJEMPLO 9 Tratamiento de rata de LC (administracion intraportal 3)

En otro experimento, se llevé a cabo la administracion intraportal a partir de la 32 semana para ratas de modelo de
LC (DMN al 1 %, 1 mg/kg administrado por via intraperitoneal 3 veces por semana) preparado segun el método de
Qi et al. y un método de Ueki et al., 1999, Nat Med. 5:226-30, tal como se muestra en la tabla 2 a continuacion (n=6
para cada grupo). Se afadié PBS a cada sustancia que iba a administrarse para preparar un volumen total de

200 ul, y la frecuencia de administracion fue de una vez por semana.

TABLA 2
Grupo de Contenido de la Dosificacion Frecuencia de
tratamiento administracion administracion
10-1 VA VA, 200 nmol Dos veces por semana 10-
2
10-2 Lip-ARNip de gp46 liposoma, 100 nmol; ARNip de gp46,
100 pg
10-3 VA-Lip-ARNip al azar VA, 200 nmol; ARNip liposoma, 100
nmol; ARNip al azar, 100 ug
10-4 VA-Lip-ARNip de gp46 | VA, 200 nmol; liposoma, 100 nmol;
ARNip de gp46, 100 ug
10-5 PBS 200 pl Tres veces por semana
10-6 VA VA, 200 nmol
10-7 VA-Lip VA, 200 nmol; liposoma, 100 nmol
10-8 Lip-ARNip de gp46 liposoma, 100 nmol; ARNip de gp46,
150 ng
10-9 VA-Lip-ARNip al azar VA, 200 nmol; liposoma, 100 nmol;
ARNip al azar, 150 pg
10-10 VA-Lip-ARNip de gp46 | VA, 200 nmol; liposoma, 100 nmol;
ARNip de gp46, 150 ug

A partir de los resultados, en los grupos distintos del grupo al que se le habia administrado el medicamento de la
presente descripcion (grupo de tratamiento 9-4), las 6 ratas estaban muertas en el dia 45 tras comenzar la
administracion de DMN, pero en el grupo al que se le habia administrado el medicamento de la presente
descripcion, todos los individuos salvo un caso, que estaba muerto en el dia 36, sobrevivieron durante mas de 70
dias tras comenzar la administracion de DMN (figura 18). Para los individuos muertos, se analizé cuantitativamente
la cantidad de fibra hepatica basandose en el area de colageno de la misma manera que en el ejemplo 7, y el
aumento de la cantidad de fibra hepatica se inhibié notablemente mediante la administracién de VA-Lip-ARNip de
gp46 (figura 19).

EJEMPLO 10 Tratamiento de rata de LC (administracién intravenosa)

Se llevd a cabo la administracion intravenosa a partir de la 32 semana para ratas de modelo de LC (DMN al 1 %,
1 mg/PC (g) administrado por via intraperitoneal 3 veces por semana) preparadas de la misma manera que en el
ejemplo 9, tal como se muestra en la siguiente tabla (n=6 para cada grupo). Se afiadié PBS a cada sustancia que iba
a administrarse para preparar un volumen total de 200 pl. El periodo de administracion fue hasta la muerte excepto
porque fue hasta la 72 semana para el grupo 10-4 y la 62 semana para el grupo 10-10.

A partir de los resultados, en los grupos distintos de los grupos a los que se les habia administrado el medicamento
de la presente descripcion (grupos de tratamiento 10-4 y 10-10), las 6 ratas estaban muertas en el dia 45 tras
comenzar la administracion de DMN, pero en los grupos a los que se les habia administrado el medicamento de la
presente descripcion, todos los individuos, aparte de un caso en el que dos ratas estaban muertas en el dia 45 en el
grupo de tratamiento 10-4, sobrevivieron durante mas de 70 dias tras comenzar la administracion de DMN (figuras
20y 21). Para los individuos muertos, se analizé cuantitativamente la cantidad de fibra hepatica de la misma manera
que en el ejemplo 7, y se inhibié notablemente el aumento de la cantidad de fibra hepatica mediante administracion
de VA-Lip-ARNip de gp46 (figura 22).

Los resultados mencionados anteriormente muestran que el medicamento de la presente descripcion es
extremadamente eficaz para la prevencion y el tratamiento de la fibrosis, en la que estan implicadas células
estrelladas.

EJEMPLO 11 Mejora de resultados mediante RBP (proteina de unién a retinol)

Se examino la influencia de RBP sobre la eficacia de transfeccion de VA-Lip-ARNip de gp46 usando LI90, una linea
celular derivada de HSC humana. Se afadieron 100 nM de VA-Lip-ARNip de gp46 (FITC) preparado en el ejemplo
5, junto con diversas concentraciones (es decir el 0, el 0,1, el 0,5, el 1, el 2, el 4 0 el 10 %) de FBS (suero bovino
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fetal), a LI90 durante el cultivo y se cultivd durante 48 horas, se observd una imagen de fluorescencia mediante
LSM, y se analizé cuantitativamente la cantidad de ARNip incorporado en células individuales mediante FACS. El
FBS contenia aproximadamente 0,7 mg/dl de RBP. Tal como se muestra en la figura 23, FBS (RBP) dio un amento
dependiente de la concentracion de la cantidad de transfeccion de ARNip. Posteriormente, se afiadieron 100 nM de
VA-Lip-ARNip de gp46 (FITC) y FBS al 4 %, junto con 10 pug (21,476 nmol) de anticuerpo anti-RBP, a LI90 durante el
cultivo, y se evalud la eficacia de transfeccion de ARNip de la misma manera. Tal como se muestra en la figura 24,
el aumento de la cantidad de transfeccion mediante RBP disminuy6 notablemente mediante la adicion de anticuerpo
anti-RBP. Los resultados mencionados anteriormente muestran que RBP es eficaz en potenciar adicionalmente la
transfeccion del medicamento de la presente descripcion.

EJEMPLO 12 Seleccién de secuencias de moléculas de acido nucleico de hsp47

Se disefiaron moléculas de acido nucleico (por ejemplo, ANip < 25 nucleétidos) contra Hsp47 usando varios
programas informaticos incluyendo siRNA en el Whitehead Institute for Biomedical Research, siRNA Design
(Integrated DNA Technologies), BLOCK-T RNAi Designer (Invitrogen), siDESIGN Center (Dharmacon), y
BIOPREDsi (Friedrich Miescher Institute for Biomedical Research). Se compararon las secuencias de los ARNip de
mayor puntuacion a partir de estos programas y se seleccionaron (véase la tabla 3) basandose en los algoritmos, asi
como en la homologia de secuencia entre humano y rata. Se validaron las secuencias candidatas mediante ensayos
de atenuacion in vitro.

Se consideraron varios parametros para seleccionar una secuencia de molécula de acido nucleico (por ejemplo, un
ARNip de 21 meros). Los parametros a modo de ejemplo incluyen:

« estabilidad termodinamica (RISC favorece la cadena con un extremo 5’ menos estable)
« contenido en GC del 30-52 %
« preferencia de nucleétidos posicional:

(C/G)1NNNNNNNN(A/U)1oNNNNNNNN(A/U)19

en la que N es cualquier nucleétido
* desprovisto de supuestos motivos inmunoestimulantes
e proyeccion de 2 nucledtidos en 3’
« posicion de ARNip dentro del transcrito (preferiblemente dentro de la regiéon de ADNc)
« especificidad de secuencia (comprobada usando BLAST)
e variaciones en un unico nucleétido mediante comprobacién de la base de datos de SNP
Se disefaron secuencias de ARNi que tenian < 25 nucleétidos basandose en los métodos anteriores. Se disefio el
ARNip de sustrato de Dicer correspondiente (por ejemplo, = 26 nucledtidos) basandose en las secuencias mas
pequenias y se extendio el sitio diana del ANip < 25 nucledtidos mediante adicion de cuatro bases al extremo 3’ de la
cadena sentido y 6 bases al extremo 5’ de la cadena antisentido. Los sustratos de Dicer que se prepararon tienen
generalmente una cadena sentido de 25 bases y una cadena antisentido de 27 bases con una molécula con

proyeccion en 3’ y extremo romo asimétrico. Las secuencias de la cadena sentido y antisentido sin modificacion de
bases (secuencia de base) y con modificaciones (secuencia experimental) se proporcionan en la tabla 3.

TABLA 3
ARNip Region Secuencia de base (nucleodtidos Secuencia experimental (nucleétidos
diana correspondientes de SEQ ID NO: 1) correspondientes de SEQ ID NO: 1)
siHSP47- | hsp47 sentido | & GGACAGGCCUCUACA ACUAUU 5 GGACAGGCCUCUACAACUALTAT
c /hgg”a”a (SEQ ID NO: 3) [945-963] (SEQIDNO:5)
rata anti- 5'UAGUUGUAGAGGCCUGUCCUU 5' UAGUUGUAGAGGCCUGUCCATAT
sentido | (SEQ ID NO: 4) [945-963] (SEQ ID NO: 6) [945-963]
SiHSP47- | hsp4d7 sentido | 5' GGACAGGCCUCUACAACUACUACGA 5' GGACAGGCCUCUACAACUACUACAGdA
Cd humana (SEQ ID NO: 7) [945-969] (SEQ ID NO: 9) [945-969]
/ de anti- $S'UCGUAGUAGUUGUAGAGGCCUGUCCUU | S'UCGUAGUAGUUGUAGAGGCCUGUCCUU
rata sentido | (SEQ ID NO: 8) [945-969] (SEQ ID NO: 10) [945-969]
siHSP47- | hsp47 sentido | 5'CAGGCCUCUACAACUACUAUU 5' CAGGCCUCUACAACUACUAGTIT
1 humana (SEQ ID NO: 11) [948-966] (SEQ ID NO: 13) [948-966]
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/ de anti- 5'UAGUAGUUGUAGAGGCCUGUU 5'UAGUAGUUGUAGAGGCCUGATdT
rata sentido | (SEQ ID NO: 12) [948-966] (SEQ ID NO: 14) [948-966]
siHSP47- | hsp47 sentido | 5'CAGGCCUCUACAACUACUACGACGA 5' CAGGCCUCUAGAACUACUACGACAGdA
1d humana (SEQ ID NO: 15) [948-972] (SEQ ID NO: 17) [948-972]
anti- 5'CGUCGUAGUAGUUGUAGAGGCCUGUU 5' CGUCGUAGUAGUUGUAGAGGCCUGUU
sentido | (SEQ ID NO: 16) [948-972] (SEQ ID NO: 18) [948-972]
siHsp47- | hsp47 sentido | 5' GAGCACUCCAAGAUCAACUUU 5' GAGCACUCCAAGAUCAACUATAIT
2 humana (SEQ ID NO: 19) [698-717] (SEQ ID NO: 21) [698-717]
anti- 5' AGUUGAUCUUGGAGUGCUCUU 5' AGUUGAUCUUGGAGUGCUCITAT
sentido | (SEQ ID NO: 20) [698-716] (SEQ ID NO: 22) [698-716]
siHsp47- | hsp47 sentido | 5' GAGCACUCCAAGAUCAACUUCCGCG 5' GAGCACUCCAAGAUCAACUUCCGACAG
2d humana (SEQ ID NO: 23) [698-722] (SEQ ID NO: 25) [698-722]
anti- 5'CGCGGAAGUUGAUCUUGGAGUGCUCUU | 5' GCGGAAGUUGAUCUUGGAGUGCUCUU
sentido | (SEQ ID NO: 24) [698-722] (SEQ ID NO: 26) [698-722]
siHsp47- | Gp46 sentido | 5 GAACACUCCAAGAUCAACUUCCGAG 5' GAACACUCCAAGAUCAACUUCCGdAdG
2d rata de rata (SEQ ID NO: 27) [5687-611] (SEQ ID NO: 29) [5687-611]
anti- 5S'CUCGGAAGUUGAUCUUGGAGUGUUCUU | 5'UCGGAAGUUGAUCUUGGAGUGUUCUU
sentido | (SEQ ID NO: 28) [587-611] (SEQ ID NO: 30) [687-611]
siHsp47- | hsp47 sentido | 5' CUGAGGCCAUUGACAAGAAUU 5' CUGAGGCCAUUGACAAGAAATAT
3 humana (SEQ ID NO: 31) [1209-1227] (SEQ ID NO: 33) [1209-1227]
anti- 5' UUCUUGUCAAUGGCCUCAGUU $' UUCUUGUCAAUGGCCUCAGATIT
sentido | (SEQ ID NO: 32) [1209-1227] (SEQ ID NO: 34) [1209-1227]
siHsp47- | hsp47 sentido | 5' CUGAGGCCAUUGACAAGAACAAGGC 5' CUGAGGCCAUUGACAAGAACAAGAGAC
3d humana (SEQ ID NO: 35) [1209-1233] (SEQ ID NO: 37) [1209-1233]
anti- 5' CCUUGUUCUUGUCAAUGGCCUCAGUU SGCCUUGUUCUUGUCAAUGGCCUCAGUU
sentido | (SEQ ID NO: 36) [1209-1233] (SEQ ID NO: 38) [1209-1233]
siHsp47- | hsp47 sentido | 5'CUACGACGACGAGAAGGAAUU 5'CUACGACGACGAGAAGGAAATAT
4 humana (SEQ ID NO: 39) [964-982] (SEQ ID NO: 41) [964-982]
anti- S'UUCCUUCUCGUCGUCGUAGUU 5! UUCCUUCUCGUCGUCGUAGATAT
sentido | (SEQ ID NO: 40) [964-982] (SEQ ID NO: 42) [964-982]
siHsp47- | hsp47 sentido | 5 CUACGACGACGAGAAGGAAAAGCUG 5' CUACGACGACGAGAAGGAAAAGCATAG
4d humana (SEQ ID NO: 43) [964-988] (SEQ ID NO: 45) [964-988]
anti- 5" AGCUUUUCCUUCUCGUCGUCGUAGUU 5' AGCUUUUCCUUCUCGUCGUCGUAGUU
sentido | (SEQ ID NO: 44) [964-988] (SEQ ID NO: 46) [964-988]
siHsp47- | hsp47 sentido | 5' GCCACACUGGGAUGAGAAAUU 5'GCCACACUGGGAUGAGAAAJTAT
5 humana (SEQ ID NO: 47) [850-870] (SEQ ID NO: 49) [850-870]
anti- 5'UUUCUCAUCCCAGUGUGGCUU 5' UUUCUCAUCCCAGUGUGGCATAT
sentido | (SEQ ID NO: 48) [850-868] (SEQ ID NO: 50) [850-868]
siHsp47- | hsp47 sentido | 5' GCAGCAAGCAGCACUACAAUU 5' GCAGCAAGCAGCACUACAACTAT
6 humana (SEQ ID NO: 51) [675-693] (SEQ ID NO: 53) [675-693]
anti- 5'UUGUAGUGCUGCUUGCUGCUU S$'UUGUAGUGCUGCUUGCUGCATAT
sentido | (SEQ ID NO: 52) [675-693] (SEQ ID NO: 54) [675-693]
siHsp47- | hsp47 sentido | 5 CCGUGGGUGUCAUGAUGAUUU 5' CCGUGGGUGUCAUGAUGAUATAT
7 humana (SEQ ID NO: 55) [921-939] (SEQ ID NO: 57) [921-939]
anti- 5' AUCAUCAUGACACCCACGGUU 5' AUCAUCAUGACACCCACGGATAT
sentido | (SEQ ID NO: 56) [921-939] (SEQ ID NO: 58) [921-939]
EJEMPLO 13

Con el fin de seleccionar las potentes de diversas moléculas de ANip contra los genes de hsp47 tanto humana como
de rata, se establecieron diversas lineas celulares indicadoras mediante induccién por lentivirus de constructo de
ADNc de HSP47 humana-proteina verde fluorescente (GFP) o ADNc de GP46 de rata-GFP en lineas celulares 293,
HT1080, linea de HSC humana hTERT, o NRK. Se evaluaron adicionalmente estas lineas celulares mediante ARNip
contra GFP. Se midié la sefial de fluorescencia restante y se normalizé con respecto a ARNip aleatorizado (Ambion)
y posteriormente se normalizé con respecto a la viabilidad celular. Los resultados mostraron que ARNip contra GFP
atenua la fluorescencia en diferentes grados en diferentes lineas celulares (figura 25). Se seleccionaron las lineas
celulares 293 HSP47-GFP y 293_GP46-GFP para el examen de siHsp47 debido a su facilidad de transfeccion y
sensibilidad a la atenuacion de la fluorescencia.

Se transfectaron células con 1,5 pmol por pocillo de ANip contra GFP en placas de cultivo tisular de 96 pocillos
usando Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) en un modo de transfeccion inversa. Se sembraron células a
6.000 células por pocillo y se mezclaron con los complejos de ANip. Se tomaron lecturas de fluorescencia tras una
incubacion de 72 horas con un lector de microplacas multimodal Synergy 2 (BioTek).

Se midieron las células tratadas con o sin ANip para determinar la viabilidad tras una incubacién de 72 horas usando

el kit de ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo segin el manual (Promega). Se normalizaron las
lecturas con respecto a muestras tratadas con moléculas de ANip aleatorizado.
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EJEMPLO 14 Evaluacién de la eficacia inhibidora de siHsp47 sobre expresién de hsp47 en lineas celulares
indicadoras

Se evaluaron ANip contra hsp47 para determinar su eficacia inhibidora en lineas celulares 293_HSP47-GFP y
293 GP46-GFP evaluando el cambio en la seial fluorescente a partir de la GFP indicadora. Se llevaron a cabo los
experimentos tal como se describid en el ejemplo 2. Se normalizaron las sefiales fluorescentes con respecto a
sefiales fluorescentes de células tratadas con ARNip aleatorizado (Ambion) que sirvieron de control. Los resultados
indican que las moléculas de ANip de hsp47 sometidas a prueba eran eficaces en la inhibicion de ARNm de hsp47
en ambas lineas celulares. Sin embargo, ANip contra ARNm de GP46 (tal como se publico en el articulo de 2008 de
Sato et al.) solo fue eficaz en la linea celular 293_GP46-GFP. Los resultados se muestran en las figuras 26A y 26B.

Se evaluaron las lineas celulares 293 HSP47-GFP y 293 GP46-GFP tratadas con ARNip contra hsp47 y gp46 para
determinar la viabilidad usando los métodos descritos en el ejemplo 2. Se normalizé la viabilidad celular con
respecto a células tratadas con ARNip aleatorizado (Ambion). Los resultados indican que la viabilidad celular no se
vio afectada significativamente por el tratamiento con moléculas de ANip. Sin embargo, la viabilidad celular de las
lineas celulares 293 HSP47-GFP tratadas con diferentes moléculas de ANip de hsp47 varié dependiendo de las
moléculas de ANip usadas, mientras que la viabilidad de las lineas celulares 293 GP46-GFP fue similar. La
viabilidad para células 293_HSP47-GFP fue inferior para células tratadas con siHsp47-6 y Hsp47-7 que para el
resto. Los resultados se muestran en las figuras 26C y 26D.

EJEMPLO 15 Evaluacién del efecto inhibidor de siHsp47 sobre ARNm de hsp47 mediante g°PCR TagMan®

En el ejemplo 14, se evalud la eficacia de atenuacion de siHsp47 en lineas celulares indicadoras mediante el cambio
en la sefal fluorescente. Para validar los resultados a nivel de ARNm, se transfectaron ARNip que seleccionaban
como diana hsp47 enddégena en células de la linea celular de HSC humanas hTERT usando Lipofectamine
RNAIMAX (Invitrogen) en un modo de transfeccion inversa tal como se describié en el ejemplo 13.

Se evalué el nivel de ARNm de hsp47 para determinar la eficacia de atenuacién de las diversas moléculas de ANip
de siHsp47 sometidas a prueba. En resumen, se aislaron ARNm de células hTERT tras 72 horas después de la
transfeccion usando un kit RNeasy mini (Qiagen). Se determiné el nivel de ARNm de hsp47 mediante transcripcion
inversa acoplada con PCR cuantitativa usando sondas TagMan®. En resumen, se llevé a cabo la sintesis de ADNc
usando el kit de transcripcion inversa de ADNc High-Capacity (ABI) segun las instrucciones del fabricante, y se
sometid a ensayo de expresion génica TagMan (ABI, hsp47). Se normalizo el nivel de ARNm de hsp47 con respecto
al nivel de ARNm de GAPDH segun las instrucciones del fabricante (ABI). Los resultados indican que siHsp47-C era
el mas eficaz de todos los ARNip de hsp47, siHsp47-2 y siHsp47-2d fueron los siguientes mas eficaces. Las
combinaciones de siHsp47-1 con siHsp47-2 o siHsp47-1 con siHsp47-2d fueron mas eficaces que siHsp47-1 solo.
Los resultados se muestran en la figura 27.

EJEMPLO 16 Validacién del efecto de atenuacion de siHsp47 a nivel de proteina

Se validé el efecto inhibidor de diferentes moléculas de ANip de Hsp47 (siHsp47) sobre la expresion de ARNm de
hsp47 a nivel de proteina midiendo HSP47 en células hTERT transfectadas con diferentes siHsp47. Se realizo la
transfeccion de células hTERT con diferentes siHsp47 tal como se describié en el ejemplo 13. Se sometieron células
hTERT transfectadas a lisis y se aclard el lisado celular mediante centrifugacion. Se resolvieron proteinas en el
lisado celular aclarado mediante electroforesis en SDS-gel de poliacrilamida. Se determind el nivel de proteina
HSP47 en el lisado celular usando un anticuerpo anti-HSP47 (Assay Designs) como anticuerpo primario, anticuerpo
de cabra anti-IgG de ratén conjugado con HRP (Millipore) como anticuerpo secundario, y posteriormente se detectd
mediante el kit de quimioluminiscencia Supersignal West Pico (Pierce). Se usé anticuerpo anti-actina (Abcam) como
control de carga de proteina. El resultado mostré una disminucion significativa en el nivel de proteina Hsp47 en
células tratadas con siHsp47-C, siHsp47-2d, solos o combinacion de siHsp47-1 con siHsp47-2d.

EJEMPLO 17 Regulacion por disminucion de la expresion de colageno | mediante ARNip de hsp47

Para determinar el efecto de siHsp47 sobre el nivel de expresion de colageno |, se midié el nivel de ARNm de
colageno | en células hTERT tratadas con diferentes ARNip contra hsp47. En resumen, se transfectaron células
hTERT con diferentes siHsp47 tal como se describid en el ejemplo 13. Se sometieron las células a lisis tras 72 horas
y se aislaron ARNm usando el kit RNeasy mini segun el manual (Qiagen). Se determin6 el nivel de ARNm de
colageno 1 mediante transcripcion inversa acoplada con PCR cuantitativa usando sondas TagMan®. En resumen,
se llevd a cabo la sintesis de ADNc usando el kit de transcripcion inversa de ADNc High-Capacity (ABI) segun el
manual, y se sometié a ensayo de expresion génica TagMan (ABI, ensayo COL1A1). Se normalizo el nivel de ARNm
de colageno | con respecto al nivel de ARNm de GAPDH segun las instrucciones del fabricante (ABI). Se
normalizaron las sefiales con respecto a la sefal obtenida a partir de células transfectadas con ANip aleatorizado. El
resultado indicd que el nivel de ARNm de colageno | se reduce significativamente en las células tratadas con
algunos de los candidatos siHsp47-2, siHsp47-2d, y su combinacion con siHsp47-1 y se muestran en la figura 28.

EJEMPLO 18 Tincién de inmunofluorescencia de células hTERT tratadas con ARNip de hsp47
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Para visualizar la expresion de dos marcadores de fibrosis, colageno | y alfa-actina de musculo liso (SMA), en
células hTERT transfectadas con o sin siHsp47, se tifieron las células con anticuerpo de conejo anti-colageno |
(Abcam) y anticuerpo de ratén anti-alfa-SMA (Sigma). Se usaron anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén con Alexa
Fluor 594 y anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo con Alexa Fluor 488 (Invitrogen (Molecular Probes)) como
anticuerpos secundarios para visualizar el colageno | (verde) y alfa-SMA (rojo). Se us6 Hoescht para visualizar los
nucleos (azul). Los resultados indican correlacion entre la atenuacion mediante ARNip de algunos de los genes
diana y la expresion de colageno/SMA.

EJEMPLO 19 Pruebas in vivo de siHSP47 en modelos de animales de fibrosis hepatica

La secuencia de duplex de ARNip para HSP47 (siHSP47C) es tal como se indica a continuacion.
Sentido (5'->3’) ggacaggccucuacaacuaTT
Antisentido (5’->3’) uaguuguagaggccuguccTT

Se preparo una disolucién madre de ARNip 10 mg/ml mediante disolucion en agua libre de nucleasa (Ambion). Para
el tratamiento de ratas con cirrosis, se formulé ARNip con liposoma acoplado a vitamina A tal como se describié por
Sato et al (Sato Y. et al. 2008 Nature Biotech. 26:431) con el fin de seleccionar como diana HSC activadas que
producen colageno. La formulacion de vitamina A (VA)-liposoma-ARNip consiste en 0,33 umol/ml de VA,
0,33 pmol/ml de liposoma (Coatsome EL, NOF Corporation) y 0,5 ug/ul de ARNip en disolucion de glucosa al 5 %.

Se indujo cirrosis hepatica en ratas SD macho de cuatro semanas de edad con dimetilnitrosoamina al 0,5 % (DMN)
(Wako Chemicals, Japdn) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Se administré una dosis de 2 mi/kg de
peso corporal por via intraperitoneal durante 3 dias consecutivos por semana en los dias 0, 2, 4, 7, 9, 11, 14, 16, 18,
21, 23, 25, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40

Tratamiento con ARNip: se llevd a cabo el tratamiento con ARNip desde el dia 32 y durante 5 inyecciones
intravenosas. En detalle, se trataron las ratas con ARNip en los dias 32, 34, 36, 38 y 40. Después, se sacrificaron las
ratas en el dia 42 o 43. Se sometieron a prueba 3 dosis de ARNip diferentes (1,5 mg de ARNip por kg de peso
corporal, 2,25 mg de ARNip por kg de peso corporal, 3,0 mg de ARNip por kg de peso corporal).

El detalle de los grupos sometidos a prueba y el nimero de animales en cada grupo es el siguiente:

1) Se indujo cirrosis mediante inyeccion de DMN, después se inyecto glucosa al 5 % en lugar de ARNip) (n=10)
2) VA-Lip-siHSP47C a 1,5 mg/kg (n=10)

3) VA-Lip-siHSP47C a 2,25 mg/kg (n=10)

4) VA-Lip-siHSP47C a 3,0 mg/Kg (n=10)

5) Simulado (se inyecté PBS en lugar de DMN; se inyecto glucosa al 5 % en lugar de ARNip) (n=6)

6) Control sin tratamiento (intacto) (n=6)

VA-Lip se refiere a complejo de vitamina A - liposoma.

Evaluacion de la eficacia terapéutica: En el dia 43, 2 de 10 animales en el grupo de “ratas enfermas” y 1 de 10
animales en el grupo de “VA-Lip-ARNip de siHSP47C a 1,5 mg/kg” murieron debido al desarrollo de cirrosis
hepatica. El resto de los animales sobrevivieron. Tras sacrificar las ratas, se fijaron tejidos hepaticos en formalina al
10 %. Después, se embebio el I6bulo izquierdo de cada higado en parafina para la histologia. Se tifieron secciones
de tejido con rojo sirio, y hematoxilina y eosina (HE). Se empled tincidn con rojo sirio para visualizar depdsitos de
colageno y para determinar el nivel de cirrosis. La tincion con HE fue para nucleos y citoplasma como contratincion.
Se observo cada seccion con el microscopio (BZ-8000, Keyence Corp. Japon) y se determind el porcentaje de area
tefiida con rojo sirio por seccion mediante software de analisis de imagenes incorporado en el microscopio. Se
prepararon al menos 4 secciones por cada higado para el andlisis de imagenes, y se capturd el area completa de
cada seccion (seccion de higado) mediante camara y se analizd. Se llevd a cabo andlisis estadistico mediante la
prueba de la t de Student.

Resultados: La figura 29 muestra las areas fibréticas. El area de fibrosis en “ratas enfermas” fue mayor que en los
grupos “simulado” o “control sin tratamiento”. Por tanto, el tratamiento con DMN indujo depdsito de colageno en el
higado, lo cual era una observacion tipica de fibrosis hepatica. Sin embargo, el area de fibrosis se redujo
significativamente mediante el tratamiento de ARNip que seleccionaba como diana el gen de HSP47, en
comparacion con el grupo de “ratas enfermas” (figura 29). Este resultado indica que ARNip tal como se divulga en el
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presente documento tiene una eficacia terapéutica en la enfermedad real.

Se sometieron a prueba compuestos de ARNip adicionales en el modelo de animal de fibrosis hepatica, y se mostro
que reducian el area fibrética en el higado.

EJEMPLO 20 Generacion de secuencias para compuestos de ARN bicatenario activos frente a HSP47/SERPINH1 y
produccién de los ARNip mostrados en las tablas 4,5, B, C, Dy E.

Se generan duplex mediante hibridacion de oligonucleétidos monocatenarios complementarios. En una campana de
flujo laminar, se prepara una disolucion madre 500 uM de oligonucleétido monocatenario mediante diluciéon en WFI
(agua para inyeccioén). Se determinan las concentraciones de ARNmc reales mediante dilucion de cada ARNmc
500 uM 1:200 usando WFI, y midiendo la DO usando Nano Drop. Se repite el procedimiento 3 veces y se calcula la
concentracion promedio. Después se diluye la disolucién madre hasta una concentracion final de 250 uM. Se
hibridaron compuestos monocatenarios complementarios mediante calentamiento hasta 85°C y permitiendo enfriar
hasta temperatura ambiente a lo largo de al menos 45 minutos. Se sometieron a prueba duplex para determinar la
hibridacién completa sometiendo a prueba 5 pl en un gel de poliacrilamida al 20 % vy tifiendo. Se almacenaron las
muestras a -80°C.

Las tablas 4, 5, B, C, D y E proporcionan ARNip para HSP47/SERPINH1. Para cada gen hay una lista separada de
secuencias de ARNip de 19 meros, que se priorizan basandose en su puntuacion en el algoritmo patentado como
las mejores secuencias para seleccionar como diana la expresion génica en humanos.

Se usan las siguientes abreviaturas en las tablas 4, 5, B, C, D y E en el presente documento: “otra espec. o Sp.” se
refiere la identidad interespecies con otros animales: D-perro, Rt-rata, Rb-conejo, Rh-macaco rhesus, P-cerdo, M-
raton; ORF: marco de lectura abierto. 19 meros (tablas 5, B, C), y 18+1 (tablas 4, D, E) meros se refieren a
oligébmeros de 19 y 18+1 (U en la posicion 1 de la cadena antisentido, A en la posicion 19 de la cadena sentido)
acidos ribonucleicos de longitud, respectivamente.

En las tablas 4, 5, B, C, D y E a continuacién se divulgan oligonucledtidos de ARNip utiles en la generacion de
moléculas de ARN bicatenario.
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TABLA 4
Nombre ISSQ Sentido 5' > 3 ISSQ Antisentido 3' > & LZ*E'W B g:g;;g;nfom
NO NO
SEN _ AS .

SERPINHI 2 [60 |GAGACACAUGGGUGCUAUA [127 [UAUAGCACCCAUGUGUCUC [H. Rt Rh,J[1533-1551]
SERPINGT 3 |61 |GGGAAGAUGCAGAAGAAGA [128 [UCUUCUUCUGCAUCUUGCTE ?;:EL Rh,ﬁﬁlz?)um]
SERPINHI_5 [62 |GAAGAAGGCUGUUGCCAUA [129 [UAUGGCAACAGCCUUCUUC g?m' . Hil;)uau]
SERPINHI_6 |63 |ACAAGAUGCGAGACGAGUA 130 [UACUCGUCUCGCAUCUUGU [, Rt, Rh, H?ﬁlﬂész]
SERPINHI_7 |64 |GOACAACCGUGGCUUCAUA 131 [UAUGAAGCCACGGUUGUCC [, Rh, M %g‘;—g%
SERPINHL 8 |65 |UGCAGUCCAUCAACGAGUA [132 [UACUCGUUGAUGGACUGCA [H, R, Rh, E'l.rggl-?ss]
SERPINHI 9 |66 |GCCUCAUCAUCCUCAUGCA |133 [UGCAUGAGGAUGAUGAGGC :l,mu,nh, ﬁzﬂm]
SERPINHI_10[67 |CGCGCUGCAGUCCAUCAAA 134 [UUUGAUGGACUGCAGCGCG :'El,nh Eif;‘.?m
SERPINHI_[1[68 |CGGACAGGCCUCUACAACA |35 [UGUUGUAGAGGCCUGUCCG [H, Rt, Rh, Eﬁﬁ.z}
SERPINHI_13 |69 |UGACAAGAUGCGAGACGAA 136 JUUCGUCUCGCAUCUUGUCA ;,R.h 'H:Q;-)mm]
SERPINHI 14|70 [CCAGCCUCAUCAUCCUCAA [137 [UUGAGOAUGAUGAGGCUGG [ M, KL Eﬁﬁmq
SERPINHI 15|71 |GCUGCAGUCCAUCAACGAA |138 |UUCGUUGAUGGACUGCAGC I}-Ilflpk[:-ﬂh Eil-?sﬂ
SERPINHI_16]72  |GCAGCGCGCUGCAGUCCAA |139 [UUGGACUGCAGCGCGCUGC [H, Rt, Rh 333.317]
SERPINAI_17|73 [UGAGACACAUGGGUGCUAA [140 [UUAGCACCCAUGUGUCUCA [, Ry, Rh Sgﬂssn]
SERPINHI_I9 (74 |GGUGGAGGUGACCCAUGAA | 141 UUCAUGGGUCACCUCCACC Eﬁg, R, H?J;l;]tm_]
SERFINHI 7075 |CUUUGACCAGGACAUCUAA [142 [UUAGAUGUCCUGGUCAAAG [H, Ri, Rh E:iﬂm]
SERPINHI 21|76 |GGAGGUGACCCAUGACCUA |143 |UAGGUCAUGGGUCACCUCC [H, Ry, Rh, H?J:;];)nso]
SERPINHI 22|77 |CUCCUGAGACACAUGGGUA |144 |UACCCAUGUGUCUCAGGAG I;h;.'g E:g?;)]sqé
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SERPINHI 23 (78 |AGAAGAAGGCUGUUGCCAA [145 [UUGGCAACAGCCUUCUUCU [, Rt Sili}lldﬁ]
SERPINHI 24|79 |AGCUCUCCAGCCUCAUCAA |146 [UUGAUGAGGCUGGAGAGCU H, Rt, D, Eﬁi?__}ms]
{M, P, Rh_[(18/19)
SERPINHI 25 (80 [CUGCAGUCCAUCAACGAGA 147 [UCUCGUUGAUGGACUGCAG lg R, Rh [[737-755)
SERPINHI 26 (8] |CCGGACAGGCCUCUACAAA |148 [UUUGUAGAGGCCUGUCCGG [H, Rt, Rh, g;&;ﬁsl]
SERPINH1 27|82 |GCACCGGACAGGCCUCUAA |149 JUUAGAGGCCUGUCCGGUGC ER;J?E{I:. Rh, %53’01.31531
SERPINHI_28[83  |GCAGAAGAAGGCUGUUGCA |150 UGCAACAGCCUUCUUCUGE El?ill: E?;Iilg-}llﬂ]
SERPINHI 3184 |AGAAGGCUGUUGCCAUCUA |I51 [UAGAUGGCAACAGCCUUCU [H, Rt -H?;lsﬁm]
SERPINHI 3285 |AGCGCAGCGCGCUGCAGUA [152 [UACUGCAGCGCGCUGCGCU |H, Rt, Rb, E?el.gzm}
SERPINHI 33 |86 GACACAUGGGUGCUAUUGA |153 UCMUAGCACCCAUGUGUC H, Rt, Rh, H?;lﬁg-}lSS?.]
SERPINHI 34 [87 |GGGCCUGACUGAGGCCAUA |154 [UAUGGCCUCAGUCAGGCCC ?:.m E:?(’}ll?}ljzm
SERPINHI1 35 |88 AGACACAUGGGUGCUAUUA [155 UAAUAGCACC(&AUGU_GUCU H, Et, Rh, E:g;?-}ﬁﬂj
SERPINHI 3689 [CCAUGACCUGCAGAAACAA 156 [UUGUUUCUGCAGGUCAUGG EE?.'RL, Rh, %}?;lﬁ}uaﬁ]
SERPINHI 37|90 |AGAUGCAGAAGAAGGCUGA [157 [UCAGCCUUCUUCUGCAUCU IT,R:, Rh,r_}ﬁﬁm]
SERPINHI 38|91 |CAAGCUCUCCAGCCUCAUA 158 [UAUGAGGCUGGAGAGCUUG 1:.1?.1. Rh, %:g.rllsg?wsa]
SERPINHI_39(92 |UGCAGAAGAAGGCUGUUGA [159 |UCAACAGCCUUCUUCUGCA E,’II:;D Eiﬁli}lm]
SERPINHI_41 |93 |CAGCCUCAUCAUCCUCAUA |160 [UAUGAGGAUGAUGAGGCUG [H, Rt, Rh, ng}mz]
SERPINHI 42|94 |GACAGGCCUCUACAACUAA 161 JUUAGUUGUAGAGGCCUGUC ?:,191.:;. Rh; E;fél-gis:;]
SERPINHL 4395 |GAUGCAGAAGAAGGCUGUA 167 TUACAGCCUUCUUCUGEAUC fi?itl;. Rh, Eﬁli]ués]
SERPINHI 44|96 |ACCCAUGACCUGCAGAAAA |163 [UUUUCUGCAGGUCAUGGGU E,m, Rh, H?gi]us?]
SERPINHI_45[97 |ACUCCAAGAUCAACUUCCA |164 UGGAAGUUGAUCUU_GG&GﬁERL Rh, E?rzl.?f)zn]_
SERPINHI_45 |98 |ACUCCAAGAUCAACUUCCU [165 |AGGAAGUUGAUCUUGGAGU E,;[g, Rb, E'l.'ﬁgl-?f}za]
;ERPINH1_43 99 |[AGGCCUCUACAACUACUAA (166 [UUAGUAGUUGUAGAGGCCU E:RD:. Rh, [‘.132;[-335?]
SERPINHL_49 100 CACUCCAAGAUCAACUUCA [167 [UGAAGUUGAUCUUGGAGUG El?hltgn[;ﬁ%g]
SERPINHI_51 |10l |UCCUGAGACACAUGGGUGA |168 [UCACCCAUGUGUCUCAGGA :[,’r];, D, E:glﬁﬂﬂ‘!]
SERPINHI_52 102 |GACAAGAUGCGAGACGAGA (160 [UCUCGUCUCGCAUCUUGUC Emnh,gili}mmj
SERPINHI_53 103 GGUGAQCCAUGACCUG&M 170 [UUGCAGGUCAUGGGUCACC [H, Re, Rb, H?;ljz-)usa]
SERPINHI_59 104 |CCGAGGUGAAGAAACCUGA [171 [UCAGGUUUCUUCACCUCGG '?;.Rt. Rh, %%E%:;E)s]
SERPINHI_51[105 |UCCUGAGACACAUGGGUGU [172 [ACACCCAUGUGUCUCAGGA [H, Rt, D, [[1529-1547]
;ERPTNHL 61106 .GCACUCCMGAUCMCUUA 173 JUAAGUUGAUCUUGGAGUGC ERh.D [;%1-?:]13]
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SERPINII_62|107 |GUGGUGGAGGUGACCCAUA |174 [UAUGGGUCACCUCCACCAC [ALRY, Rh,E:?;l?g-)ll?S]
SERPINHI_64[108 [GCCGAGGUGAAGAAACCUA 175 [UAGGUUUCUUCACCUCGGE STy Eﬁ’.‘;}m
SERPINHI_65 109 |[GCUCUCCAGCCUCAUCAUA |176 [UAUGAUGAGGCUGGAGAGC [i, K1, D, [:gilsg.)ima]_
SERI’]'NH[_BG 110 GAUGCACCGGACAGGCCUA 177 |[UAGGCCUGUCCGGUGCAUC :“51:1;,1;1, E;g';]—g;ﬂ
SERFINHL 68 11T |CUCTCCAGCCUCATCAUCA |76 [0GAUGATGAGGCUGGAGAG [ RL D {10191077
SERP]NHI_ﬁgl 112 |GCAGACCACCGACGGCAAA (179 UUUGCCGUCGGUGGUCUGC ﬁ,’g',[gl E':'z';]—g'::!l]
SERPINHI_70|113 [AGUCCAUCAACGAGUGGGA [180 [UCCCACUCGUUGAUGGACU |d, Rt, Rh, E'flr"ls‘r‘l]-ﬁ?jg]
SERPINHI 71114 |ACCGUGGCUUCAUGGUGAA |I81 WCAC(_:AUGMGCCACGGU.:R; N TR
SRR 115 [GAAGOCOGUUGCCAUCUCA |17 [GAGAUGGCARCAGECTTE BRI e 1]
SERPINHI_75 |116 |GAAGAUGCAGAAGAAGGCA [183 [UGCCUUCUUCUGCAUCUUC [, R, Shnas,
SERPINT 77117 [UGATOAUGCACCOOACAGA |18 [CUGUCTOOUGCATCATTA oot [593-05T
SERPINHI 78118 |CCCUUUGACCAGGACAUCA 185 [UGAUGUCCUGGUCAAAGGG [H, R, Rh,%iggzﬁm]
SERFIVAT B0 {115 [CAGUCCAUCARCOAGUGGA 156 [TCCACUCTUUGAUGOACTG [T 740-75%]
SERPINHI_82 [120 |CAACCGUGGCUUCAUGGUA (187 [UACCAUGAAGCCACGGUUG E, Ri, Rh, E;g’;—g}n]
SERPIVAL 3 [T2T [COACARGEGCAGTOCGCUA [T [UAGCaEaCUaEacTuaUEs 7217357
SERPINHI_84|122 [GCAGUCCAUCAACGAGUGA |18 [UCACUCGUUGAUGGACUGC [, Ri, R, CED
SERPINHI_86 |123 |ACAGGCCUCUACAACUACA |190 UGUF_LGUIJGU&G&GGC_CUGU ;1, Rt, R..h, %‘;g‘;—g}ﬁﬂ
:‘.‘»ERPINHI_S? 124 |AAGAUGCAGAAGAAGGCUA 191 U}\GCCWCWCUGC&UCW ;{:‘RE:: E]‘ITi[::?ilsg—‘:.l33}
SERPIVT 89 |[25 [CAGCOCOCUGCAGUCCATA 197 [TATGACTGCAGEOToCTT T 30.748]
SERFINAT 90(126 [GCGCAGCGCGCUGCAGUCA (193 [UGACUGCAGCGCGCUGCGC . R, R, E%}E}SJ
TABLA5:
Mombre ISIEQ ISentida 5 = 3 ]SDEQ Antisentido 3 > § \Especie  [Lg men "
NO NO 12454740
SEN AS
SERPINHI_1 |194 [GGACAGGCCUCUACAACUA 219 [UAGUUGUAGAGGCCUGUCC [H, R, Rb, |19 [[945-663]
SERPINRT 155 [OAGACACAUGGOUGCURTO {330 [RADAGCACCTAUGUGTTTEH, R T 15 (13751557
SERPINAT_12|156 |ACAAGAUGCGAGACGAGUU [22] [AACUCGUCUCGCAUCUUGU R [ 14695
SERPINAT 78197 [CCUUUGACCAGGACATCUA 722 [UAGAUGUCCUGTUCARAGG [ Rt R {15 (1138515471
SERPINHI 35 153 [OACCCATGACCUGTAGAAA [323 [DUDCIOC AGGUCATGGUE [ e o 19 [ 16817561
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SERPINHI_30 (199 [CGGACAGGCCUCUACAACU 224 |AGUUGUAGAGGCCUGUCCG I::,RI, Rh, {19 gi]-i:;z]
SERPINHT 40 [200 |ACCGOACAGGECUCUACAA [225 [DUGUAGAGGCCUGUCCGAT] El?'RI:, Rhb, [19 ingzl-gfsu]
SERPINH1_46 [20] |GCAGCGCGCUGCAGUCCAU 226 [AUGGACUGCAGCGCGCUGC ﬁ?ﬁl:.,Rh. 19 %gglgn
SERPINHI 47 |202 GOGCGCUGCAGUCCAUCAA 227 |UUGAUGGACUGCAGCGCGC |H, Re, Rb, |19 E?zl-?f};n}
SERPINHI_50 |203 [CUGAGACACAUGGGUGCUA [228 UAGCACCCAUGUGUCUCAG - |H, Rt, Rb, |19 ﬁ:;]ﬁ;;sag]
SERPINII_54 [204 |AGAAGAAGGCUGUUGCCAU |229 |AUGGCAACAGCCUUCUUCU I;:,'r?: 19 g?;z]z%};um
SERPINH1_55 [205 [AGCUCUCCAGCCUCAUCAU [230 [AUGAUGAGGCUGGAGAGCU [H,Rt, D, |19 ﬁa‘fllﬂosﬂ
SERPINHI_56 [206 [CUGCAGUCCAUCAACGAGU [231 |ACUCGUUGAUGGACUGCAG e TR (T
SERPINHI_57 {207 CGCUGCAGUCCAUCAACGA 2.32 UCG[TUGAUGGJ\CUGCAGCG gRth 19 Eg‘;-?.r}sz]
SERE_'INHI_SB 208 |CACAAGAUGCGAGACGAGU |233 |[ACUCGUCUCGCAUCUUGUC (H, Rt, Rh, |19 33:5139-{481]
SERPINHI_63 |200 |GGGCCUGACUGAGGCCAUU |234 |AAUGGCCUCAGUCAGGCCC |H, Rt 19 ﬂ;}llg—;;zmj
SERPINHI_67 |210 |GAUGCAGAAGAAGGCUGUU 235 |AACAGCCUUCUUCUGCAUC |H, Rt, Rh, {19 E:?‘;]?Q—LJS]
SERPINHI1_72 [211 |CACCGGACAGGCCUCUACA 236 | UGUAGAGGCCUGUCCGGUG I:,Rl, Rh, {19 E;ZT-E;}SQJ
SERP]ﬂIil_?S 212 |AGAUGCAGAAGAAGGCUGU |237 |ACAGOCUUCUUCUGCAUCU ]1-1{]:"]11:, Rh |19 Eﬁj’llﬁg_jllﬂ
SERPINHI_76 |213 |AGCGCGCUGCAGUCCAUCA (238 |UGAUGGACUGCAGCGCGCU |H, Rt,Rh |19 g‘gflljiﬂ
SERPINH1_7%9 |214 |GGAAGAUGCAGAAGAAGGC |239 |[GCCUUCUUCUGCAUCUUCC |H, Rt, Rh, |19 IE:?];IZ"SEI?-[]
SERPINHI1_81 |215 GAAGAAGGCUG[HJGCCAUC 240 |CAUGCCAACAGCCUUCUUC ﬁ?m 19 Ei?;IJQ—I)]I.Ml]
.SERPINHI_ES 216 |UGCAGUCCAUCAACGAGUG (241 [CACUCGUUGAUGGACUGCA |H, Ry, Rh, 19 l;'%'g#al—?.":;ﬁ]
SERPINHI 88 |2]7 |CCUGAGACACAUGGGUGCU |242 |AGCACCCAUGUGUCUCAGG |H, R, D, |19 Ei:‘;ﬁsm]
SERPINHI1_91 |21§ |[CGCAGCGCGCUGCAGUCCA 243 |UGGACUGCAGCGCGCUGCG ER! Rh, |19 Egﬂz’%ﬂ
TABLA B: ARNip de SERPINH1 de 19 meros activos adicionales
Ne[SEQ ID SEN [ ARNip sentido ISEQ ID AS | ARNip antisentido .01;35 humano-
especies | 32454740
ORF:230-
. 1486
I b4 IGGCAGACUCUGGUCAAGAA 460 [UUCUUGACCAGAGUCUGCC [Rh _E’%g_o}gp:zozv]
b bas CAGUGAGGCGGAUUGAGAA 461 UUCUCAAUCCGCCUCACUG [1967-1985]
3 P46 AGCCUUUGUUGCUAUCAAU [462 JAUUGAUAGCAACAAAGGCU [Rh E%Tézlss]
4 P47 CCAUGUUCUUCAAGCCACA K63 UGUGGCUUGAAGAACAUGG |Rh,Rb,D g!g;—ﬂﬂﬂ
5 pag [CCCUCUUCUGACACUAAAA [464 UUUUAGUGUCAGAAGAGGG '[3{5.;%13531
6 pag ICCUCAAUCAGUAUUCAUAU 465 AUAUGAAUACUGAUUGAGG | g{STToEI?Qz]
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7 |2so GAGACACAUGGGUGCUAUU K66 AAUAGCACCCAUGUGUCUC [Rh,D,R1M [[1533-1551]
8 P51 IGUGACAAGAUGCGAGACGA W67 UCGUCUCGCAUCUUGUCAC [Rh ?;[:-.GrIR-I«’-ﬁQ]
5 52 GCCACACUGGGAUGAGAAA M6s UUUCUCAUCCCAGUGUGGC Rh,Rb,M Eg.ssS]
10 53 AGAUGCGAGACGAGUUAUA U469 UAUAACﬂCGUCUCGGAUéU Rh E']::?-MBS]
11 ps4 ACGACGACGAGAAGGAAAA 470 UUUUCCUUCUCGUCGUCGU E];g-gad]
12 P55 GCCUCUACAACUACUACGA M71 UCGUAGUAGUUGUAGAGGC [Rb,D Egg-m]
13 2356 AGAUCAACUUCCGCGACAA K72 UUGUCGCGGAAGUUGAUCU |D [708-726)
14 P57 ACUACUACGACGACGAGAA K73 UUCUCGUCGUCGUAGUAGU [Rb '_ gﬁ.sis]
15 258 AGCCCUCUUCUGACACUAA 474 UUAGUGUCAGAAGAGG&CU E;E%ﬁmﬁl
16 5o ACAAGAUGCGAGACGAGUU K75 AACUCGUCUCGCAUCUUGU Inh,m [1464-1482]
17 b&o AGCCACACUGGGAUGAGAA W76 UUCUCAUCCCAGUGUGGCU IRh,Rb,M gg-aﬁ?]
18 261 AGéACCAGGCAGUGGAGAA 477 UUCUCCACUGCCUGGUCCU ﬁﬁ-ﬂzﬁ]
19 P62 [CAGGCAAGAAGGACCUGUA K¥78 UACAGGUCCUUCUUGCCUG [Rh,D EI;:_'EI-HGQ]
20 263 ACCUGUGAGACCAAAUUGA |79 UCAAUUUGGUCUCACAGGU [Rh --gllglr‘.;lﬂll
21 P64 CUUUGUUGCUAUCAAUCCA 480 UGGAUUGAUAGCAACAAAG [Rh [:lnzoéma]
2 bes JGUGAGACCAAAUUGAGCUA K81 [UAGCUCAAUUUGGUCUCAC [Rh :lig;r?-mss]
23 bes JCCCUGAAAGUCCCAGAUCA [z [UGAUCUGGGACUUUCAGGO ?}fﬁl?ﬁ?]
24 P67 CCUUUGACCAGGACAUCUA HB83 UAGAUGUCCUGGUCAAAGG [Rh Rt [slgzp':lsu]
25 bss GACCAGGCAGUGGAGAACA 484 [UGUUCUCCACUGCCUGGUC [Rh E;l:::l;.uﬂ
26 159 CGCGCAACGUGACCUGGAA W85 [UUCCAGGUCACGUUGCGCG |M gﬁ-ﬁlﬂ
27 70 AUGAGAAAUUCCACCACAA kg6 [UUGUGGUGGAAUUUCUCAU [Rh gﬁis?ﬂ
8 P71 GAAGAAACCUGCAGCCGCA 487 UGCGGCUG-:AGGUUUCUUC - g]::-sm]_
29 72 CUCUCGAGCGCCUUGAAAA [488 [UUUUCAAGGCGCUCGAGAG ggs-mm
30 273 GGAACAUGAGCCUUUGUUG H89 ICAACAAAGGCUCAUGUUCC [Rh '[:E:I:?-ZIZ?]
31 74 CUCACCUGUGAGACCAAAU 490. IAUUUGGUCUCACAGGUGAG [Rh ?;Emm
32 h7s CUACGACGACGAGAAGGAA |49] [UUCCUUCUCGUCGUCGUAG [Rb ﬁggisz]
33 276 ACCACAAGAUGGUGGACAA 492 UUGUCCACCAUCUUGUGGU |Rh,RB,M,P g;;-am]
34 277 CUGGCACUGCGGAGAAGUU 493 A ACUUCUCCGCAGUGCCAG 313-336]
s 78 GGUCCUAUACCGUGGGUGU [494 ACACCCACGGUAUAGGACC [Rh E?i-??.n]

88




ES 2 689 696 T3

ORF
b6 279 fccaaccucucccaaCUAUA 495 UAUAGUUGGGAGAGGUUGG [Rh [1896-1914]
7 80 GAGAAGGAAAAGCUGCAAA 495 miuec#ecuﬁuuotuucuc R _?923;92]
18 [281 GCCUCUCGAGCGCCUUGAA 49} UUCAAGGCGCUCGAGAGGC ([C:E;-w?s;
o g2 AGGCCAUUGACAAGAACAA [498 UUGUUCUUGUCAAUGGCCU [Rh,D '[::ziz-]zm]
MO 283 IGACCCAUGACCUGCAGAAA 490 UUUCUGCAGGUCAUGGGUC [Rb,RtM Eﬁ&—llsﬁj
41 bga CUCCUGGCACUGCGGAGAA [500 UUCUCCGCAGUGCCAGGAG gﬁ:ns]
M2 1285 CGGACAGGCCUCUACAACU [s01 AGUUGUAGAGGCCUGUCCG |Rh,Rb,Rt,P gﬁiml
43 hg6 GAUGAGAAAUUCCACCACA [502 ' UGUGGUGGAAUUUCUCAUC [Rh ;gmz;
U4 287 CACGCAUGUCAGGCAAGAA [503 UUCUUGCCUGACAUGCGUG [Rb,D gﬁz.lzsm
s 288 [ACCUCUCCCAACUAUAAAA [504 UUUUAUAGUUGGGAGAGGU [Rh Egs-wn]
M6 80 WCCAGGCAGUGGAGAACAU [505 AUGUUCUCCACUGCCUGGU |Rh [4??519]
47 [290 GGGAACAUGAGCCUUUGUU [506 |AACAAAGGCUCAUGUUCCC [Rh gﬁs.zlzq
4z 1201 AGAAUUCACUCCACUUGGA [507 UCCAAGUGGAGUGAAUUCU IRJ-. E;E_szszls‘n]
49 o2 IGGGCAGACUCUGGUCAAGA [508 UCUUGACCAGAGUCUGCCC Im- 5%35}5;20261
50 (293 AGAAGGAAAAGCUGCAAAU [509 lAUUUGCAGCUUUUCCUUCU |[Rh [975-993]
51 b94 GGCAGUGGAGAACAUCCUG 510 ICAGGAUGUUCUCCACUGCC [Rh 3?15:433]
52 95 GGGAUGAGAAAUUCCACCA [511 UGGUGGAAUUUCUCAUCCC [Rh gsig-smj
53 96 CCAAGCUGUUCUACGCCGA [512 [UCGGCGUAGAACAGCUUGG [Rh ﬁ?ﬁ_s.usa]
54 297 ACCGGACAGGCCUCUACAA [513 UUGUAGAGGCCUGUCCGGU Rh,R_b,kr,P Egi.m]
55 9g. " [CUGCCUCAAUCAGUAUUCA [514 UGAAUACUGAUUGAGGCAG 3??1:1-1759].
56 [299 CAGCOCUCUUCUGACACUA [515 UAGUGUCAGAAGAGGGCUG ISE-#T;;IMS]
57 oo CCAGOCUCAUCAUCCUCAU 516 IAUGAGGAUGAUGAGGCUGG [Rh,D,R1,M ?IDZ}IFM]]
58 301 AGGGUGACAAGAUGCGAGA [517 UCUCGCAUCUUGUCACCCU [Rh,D ﬁggs-ms]
59 (02 IGGACCAGGCAGUGGAGAAC [5]8 GUUCUCCACUGCCUGGUCC [RE ﬁmg-qm
50 [303 Gcmcaccwccmuccm 519 IAUGGACUGCAGCGCGCUGC [Rh,Rt ;E-m]
61 [304 GCGCGCUGCAGUCCAUCAA [520 UUGAUGGACUGCAGCGCGC Rh,Rt Ejﬂz-?su;.
62 [305 CCAGAUACCAUGAUGCUGA 521 UCAGCAUCAUGGUAUCUGG [Rh E:;;n;sys;
63 R06 CUAGUGCGGGACACCCAAA [522 UUUGGGUGUCCCGCACUAG éggo-msq
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64 [307 IAGGCAGUGGAGAACAUCCU [523 IAGGAUGUUCUCCACUGCCU [Rh [414-432)
65 [308 CUGAGAlCACAUQGGUGCUA 1524 [UAGCACCCAUGUGUCUCAG [Rh,D,Rt,M ;E:Tliilsw]
66 [309 GAUUGAGAAGGAGCUCCCA [525 IUGGGAGCUCCUUCUCAAUC ' [1977-1995]
67 [310 _GGCAGACCACCGACGGCA& 1526 [UUGCCGUCGGUGGUCUGCG DRt EE-}:EU}
53 [311 CCACACUGGGAUGAGAAAU (527 AUUUCUCAUCCCAGUGUGG [Rh E;}-E@} _
6 12 acyc_mumccﬁucacum 28 [UCAGCGAAGCUCACUGAGE | 6427550
70 313 CGCCUUUGAGUUGGACACA- 529 UGUGUCCAACUCAAAGGCG R.h ] 3113‘4-1312]
7 R1a GGGUCAGCCAGCCCUCUUC 530 GAAGAGGGCUGGCUGACCC [Rh (1835-1857)
72 315 GGGCUUCUGGGCAGACUCU |53 IAGAGUCUGCCCAGAAGCCC [Rh ggﬂ%c;mls]
73 316 KGGUACCUUCUCACCUGUGA [532 [UCACAGGUGAGAAGGUACC [Rh -[}sprz-xazo]
74 [317 GCCUGCCUCAAUCAGUAUU [533 AAUACUGAUUGAGGCAGGC E,}E‘f}%‘“”
{75 318 UCUACAACUACUACGACGA [534 [UCGUCGUAGUAGUUGUAGA [Rb [954-972]
76 [319 GGGAAGAUGCAGAAGAAGG 535 CCUUCUUCUGCAUCUUCCC |Rb,Rb Rt [c:?le-uan]
7?- 120 CGAGAAGGAAAAGCUGCAA [536 UUGCAGCUUUUCCUUCUCG [Rh E;Ei};.gm
78 |321 AGAAGAAGGCUGUUGCCAU [537 AUGGCAACAGCI:UUCUUC[J.RI E rlé'z—iltm]
79 1322 CACAAGCUCUCCAGCCUCA [538 [UGAGGCUGGAGAGCUUGUG [Rh,D,M,P  [[1013-1031)
B0 1323 IGGGUGACAAGAUGCGAGAC [539 GUCUCGCAUCUUGUCACCC |Rh,D EEMHT]
Il!l 324 UGUUGGAGCGUGGAAAAAA [540 [UUUUUUCCACGCUCCAACA Ei?r?;zzusl
(82 [325 CUUUGAGUUGGACACAGAU |s41 AUCUGUGUCCAACUCAAAG [Rh glés:??-ms]
43 325 IAGCUCUCCAGCCUCAUCAU [542 [AUGAUGAGGCUGGAGAQCU l[:h,D,Rt,M, gg}?-mas)
84 |327 AGCUGUUCUACGCCGACCA [543 UGGUCGGCGUAGAACAGCU [Rh [1;2&-13351
85 |328 CUGCAGUCCAﬂCAACGAGU 544 ACUCGUUGAUGGACUGCAG |Rh,Rt,M E;}-?ssl
86 320 UACGACGACGAGAAGGAAA [545 UUUCCUUCUCGUCGUCGUA . 'ggi-gas]
87 1330 ICCUAGUGCGGGACACCCAA [546 UUGGGUGUCCCGCACUAGG [1399-1417]
lsa 331 CUUCUCACCUGUGAGACCA |547 UGGUCUCACAGGUGAGAAG |Rh 3§?l1325]
89 1332 IAGUUGGACACAGAUGGCAA [548 FUUGCCAUCI}GUGUCCAACIJ E;Ei;:;lzzo]
90 |333 C§GUGGAGMCAUCCUGGU 549 ACCAGGAUGUUCUCCACUG [Rh gé?m]
51 [334 ICCAGCUAGAAUUCACUCCA [550 IUGGAGUGAAUUCUAGCUGG |Rh 5-13‘-}:{3655]
92 [335 ICOCUGCAGUCCAUCAACGA 551 CGUUGAUGGACUGCAGéG Rh,Rt [735-753]
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ORF
93 336 ICCAAGGACCAGGCAGUGGA [552 [UCCACUGCCUGGUCCUUGG [Rh E)qg_;-azs]
94 1337 AGUUCUUCAAAGAUAGGGA [553 “JUCCCUAUCUUUGAAGAACU [2082-2100]
s 338 CGOACCUUCCCAGCUAGAA 554 UCUAGCUGGGAAGGUCCG [Rh E}Eszmss]
96 1339 ACAAGAUGCGAGACGAGU [555 ACUCGUCUCGCAUCUUGUC [Rh Rt [1;;34431]
97 340 ICCAAGAUCAACUUCCGCGA [556 CGCOGGAAGUUGAUCUUGG D 305.723}
98 [341 CCCAUCACGUGGAGCCUCU 557 AdAGchcmCC;UGAUGGG Rh Egat-msz]
99 [342 ICCAUGAUGCUGAGCCOGGA [558 UCCGGGCUCAGCAUCAUGG '368?4;'05]
100[343 IAGCCUGCCUCAAUCAGUAU [559 AUACUGAUUGAGGCAGGCU - [3;;:;17351
101[344 CGGCCUAAGGGUGACAAGA [560 [UCUUGUCACCCUUAGGCCG [Rh E;Egzﬁ-m&]
102345 - [GGGCCUGACUGAGOCCAUU 561 AAUGGCCUCAGUCAGGCCC [Ri [1201-1219]
103[346 UCACCUGUGAGACCAAAUU |sg2 AAUUUGGUCUCACAGGUGA [Rh agmazg]
104347 GAGGCCAUUGACAAGAACA 563 UGUUCUUGUCAAUGGCCUC [Rh,D ?lglrﬁuzg]
105348 GCUCCUGGCACUGCGGAGA [564 UCUCCGCAGUGCCAGGAGC Eﬁ-saz}
106349 GGCGCCUGGUCCGGCCUAA 565 UUAGGCCGGACCAGGCGCC Ezo-ma]
107350 CCAGCCCUCUUCUGACACU [566 AGUGUCAGAAGAGGGCUGG [%3;.6-[864]
108[351 IACUACGACGACGAGAAGGA 567 UCCUUCUCGUCGUCGUAGU [Rb ([}E;-Em]
109[352 CCUAUACCGUGGGUGUCAU [568 AUGACACCCACGGUAUAGG [RhD.P  |[915-933)
110}353 GACCCAGCUCAGUGAGCUU [569 AAGCUCACUGAGCUGGGUC EE“SS‘”
111354 UGGGUGUCAUGAUGAUGCA {570 UGCAUCAUCAUGACACCCA IRh [924-942]
112355 CCAAGGGUGUGGUGGAGGU [571 ACCUCCACCACACCCUUGG [Rh,D gﬁg-usﬂ
113356 AGGUCACCAAGGACGUGGA [572 CCACGUCCUUGGUGACCU Rh,D : g[;;-am]
114357 CCCUGGCCGCCGAGGUGAA [573 [UUCACCUCGGCGGCCAGGG EzE-:gq
115]358 - IAGCACUCCAAGAUCAACUU [574 AAGUUGAUCUUGGAGUGCU [Rh,D gsag-n?]
116[359 ICCUGGCACUGCGGAGAAGU |575 ACUUCUCCGCAGUGCCAGG g &;.335]
117360 GAUGCAGAAGAAGGCUGUU [576 AACAGCCUUCUUCUGCAUC [Rh,Rt,M H éll: 7-1135)
1185361 L;C‘GA{:AAUCUCUOCAGOCU 577 |AGGCUGGAGAGCUUGUGGG |Rhb,D,P gg;: 1-1029]
115362 CUCUUCQGJ&CACUAAMCA 578 UGUUUUAGUGUCAGAAGAG [3]'35{39118?0]
120863 ACGAGAAGG&AJ&AGCUGCA 579 UGCAGCUUUUCCUUCUCGU [Rh gﬁ?}:&%]
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121364 UGAAAAGCUGCUAACCAAA (580 UUUGGUUAGCAGCUUUUCA gg;z-losu]
1221365 UCUCACCUGUGAGACCAAA |581 IUUUGGUCUCACAGGUGAGA [Rh ‘_l;.}lﬁuTgR-.]Bl?]
123366 ICAUGAUGAUGCACCGGACA (582 UGUCCGGUGCAUCAUCAUG [Rh g&;—%ﬂ]
124[367 GGAUUGAGAAGGAGCUCCC 583 GGAGCUCCUUCUCAAUCC 51 3?‘_ % 1994]
125368 ICCUUCAUCUUCCUAGUGCG [584 CACACUAGOAAGAUGAAGG [1&29440?]
126[360 " [GGCCUGGCCUUCAGCUUGU [585 ACAAGCUGAAGGCCAGGCC E;;-sgz]
127370 IGGUCAGCCAGCCCUCUUCU [586 AGAAGAGGGCUGGCUGACC |Rh. [1840-1858)
128371 UUCUCACCUGUGAGACCAA [587 UUGGUCUCACAGGUGAGAA [Rh zlzl;iézlszﬁ]
1290372 ICGCAGCAGCUCCUGGCACU 588 AGUGCCAGGAGCUGCUGCG _g-g?F-J-zS]
130373 IGCCAUGUUCUUCAAGCCAC [589 GUGGCUUGAAGAACAUGGC [Rh,Rb,D ga;-asau
131374 AGGCAGUGCUGAGCGCCGA [590 TUCGGCGCUCAGCACUGCCU g};t;:szs]
1321375 ICACCUGUGAGACCAAAUUG [591 CAAUUUGGUCUCACAGGUG [Rh [3!3%3330]
133376 ICACCGGACAGGCCUCUACA [592 UGUAGAGGCCUGUCCGGUG |Rb,Rb,RLP g;]l:-gsg]
134377 AGCUAGAAUUCACUCCACU [593 AGUGGAGUGAAUUCUAGCU [Rh [3}5%[66?]
135[378 AGAUGCAGAAGAAGGCUGU 504 ACAGCCUUCUUCUGCAUCU |Rb,Rt,M g 1;;_6-1134]
1361379 CCCUGCUAGUCAACGCCAU 1595 AUGOOGUUGACUAGCAGGG Rh g;%-Sdn]
137|380 IWCAACUACUACGACGACGA |596 [UCGUCGUCGUAGUAGUUGU [Rb g}i’;@ﬁ]
1381381 IGCUCCUGAGACACAUGGGU [597 IACCCAUGUGUCUCAGGAGC |D [;52’.;1545]
139382 UGGAGAACAUCCUGGUGUC |598 GACACCAGGAUGUUCUCCA |Rh ‘[;E-ﬁa]
140[383 AGCGCGCUGCAGUCCAUCA [599 [UGAUGGACUGCAGCGCGCU [Rh,Rt g;:ﬁ-?w]
141[384 céccuueamaﬂcuecum 500 UUAGCAGCUUUUCAAGGCG 53;?-1035}
142[385 IGCCUUUGUUGCUAUCAAUC 501 GAUUGAUAGCAACAAAGGC (Rh %26 !r%:zna]
143386 ICUCUACAACUACUACGACG [502 CGUCGUAGUAGUUGUAGAG [Rb gg}-g?l]
144387 CGCUCACUCAGCAACUCCA 503 UGGAGUUGCUGAGUGAGCG [Rh g;;—SQSJ
145388 GGUACCAGCCUUGGAUACU 604 AGUAUCCAAGGCUGGUACC |Rh ga?rlélssfﬂl
146]380 GCCUGACUGAGGCCAUUGA 1505 UCAAUGGCCUCAGUCAGGC [Rh . gé:}-lzzx]
147|390 UGAG{:UﬁCG{:UUAUGACUU 606 AAGUCAUCAGCGAAGCUCA [Rh %6;?;-666]
148/39] CCAGCCUUGGAUACUCCAU 507 ' IAUGGAGUAUCCAAGGCUGG [Rh g}a?rfglsg:]
149392 AAAGGCUCCUGAGACACAU 108 AUGUGUCUCAGGAGCCUUU [1523-1541]
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TUTR
150[393 UGACCCAUGACCUGCAGAA [609 UUCUGCAGGUCAUGGGUCA [RhRtM  [[1167-1185]
151[394 CCUGUGAGACCAAAUUGAG 510 CUCAAUUUGGUCUCACAGG [Rh 354.13321
152[395 GCGGACCUUCCCAGCUAGA 611 UCUAGCUGGGAAGGUCCGC [Rb Elr[;-;‘f:lﬁﬂ
153396 GGAAGAUGCAGAAGAAGGC (612 GCCUUCUUCUGCAUCUUCE [RbRbR: [;I;r;r:njl]
154[397 UGCCCAAGGGUGUGGUGGA 513 UCCACCACACCCUUGGGCA [Rh.D gli{fe-l-!ﬁﬂ
155308 GGAGGCUCUCGAGCGCCU& 614 AAGGCGCUCGAGAGGCUCC Eﬁ?&t-;ﬂ‘?z]
156[369 GACUCUGGUCAAGAAGCAU [615 [AUGCUUCUUGACCAGAGUC [Rh [?Il:f'."-iﬂjlj
157}400 CAGGCAGUGGAGAACAUCC [616 GGAUGUUCUCCACUGCCUG [Rb {4?Esn]
158la01 CAAGCCUGCCUCAAUCAGU 517 ACUGAUUGAGGCAGGCUUG [Rh ;L:rnj%-nad]
155j02 CUGGAAGCUGGGCAGCCGA 618 UCGGCUGCCCAGCUUCCAG [sm.l:zs]
160J403 Fﬁ_nAGAAGGCUGUUGCCAUC 19 GAUGGCAACAGCCUUCUUC [Rt EE}IMI]
161la04 GGGCGAGCUGCUGCGCUCA [62¢) UGAGCGCAGCAGCUCGCCC [Rh - [562-580)
1621405 AAGCCACACUGGGAUGAGA 521 UCUCAUCCCAGUGUGGCUU [Rb,Rb,M g[:i-mss]
163506 UGUGGUGGAGGUGACCCA [622 UGGGUCACCUCCACCACAC [Rh,D | [[:Es-n-m _
164407 "CGCCUUUGAGUUGGACAC [623 GUGUCCAACUCAAAGGCGG [Rh 3293.13_11]
165|408 IGGCCAUUGACAAGAACAAG 624 CUUGUUCUUGUCAAUGGCC [Rh,D ﬁzs-lgm
166|409 UGCCUCMUCAGUAU[_}CAU 625 AUGAAUACUGAUUGAGGCA ET?E-I?%]
167l410 ICCUUCCCAGCUAGAAUUCA 526 UGAAUUCUAGCUGGGAAGG [Rh ?E;IGGQ]
168411 IGGGACCUGGGCCAUAGUCA 627 UGACUAUGGCCCAGGUCCC [1?2&1?39]
169412 CGAGGUGAAGAAACCUGCA [528 UGCAGGUUUCUUCACCUCG [Rh ?1'_:;':204]
170j413 GCCI;JUUGAGUUGGACACAG'QQ CUGUGUCCAACUCAAAGGC [Rb ([::gs-un]
171414 [AGCGGACCUUCCCAGCUAG 530 CUAGCUGGGMGGUCOG@ Rh E:l;fﬁ-msa]
172]415 CGCAUGUCAGGCAAGAAGG 53] CCUUCUUGCCUGACAUGCG [Rh,D '?;I;I;riuﬁz]
173ls16 IACAACUGCGAGCACUCCAA 532 UUGGAGUGCUCGCAGUUGU [Rh,D '[:;guf-ma] _
174417 " IGAGGCGGAUUGAGAAGGAG [533 CUCCUUCUCAAUCCGCCUC {[:;1;;-1939]
175l418 GGCCGCCGAGGUGAAGAAA 534 [UUUCUUCACCUCGGCGGCC 1%2‘;111;93]
176{419 ICAGCUCUAUCCCAACCUCU [535 IAGAGGUUGGGAUAGAGCUG ﬁl;%lsm-a] '
1770420 AGCLIGG(:'JCAGCCGACUGUA 536 [UACAGUCGGCUGCCCAGCU E}Eﬂa]
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1781421 IGCCAUUGACAAGAACAAGG [537 CCUUGUUCUUGUCAAUGGC [Rh,D [1214-1232)
1794422 CGCCAUGUUCUUCA&GCC&I 538 UGGCUUGAAGAACAUGGCG [Rh,Rb P ?alg.sss]
180[423 ICCGAGGUCACCAAGGACGU 539 ACGUCCUUGGUGACCUCGG [Rh,D ;:g-am
1811424 GOACCCAGCUCAGUGAGCU |40 IAGCUCACUGAGCUGGGUCC E‘SI;IS:-Gﬂ]
1821425 ICCAAUGACAUUUUGUUGGA 541 UCCAACAAMUGﬁCAUUGG aﬁé-zws]
1831426 AGUGAGGCGGAUUGAGAAG [pa? CUUCUCAAUCCGCCUCACU ?!l;[::msﬁ]
1841427 UGCAGUCCAUCAACGAGUG [543 CACUCGUUGAUGGACUGCA |Rh,Ri,M f?;]gss] -
1850428 UGUCACGCAUGUCAGGCAA 544 UUGCCUGACAUGCGUGACA [Rh,D ﬁgy.:zs?]
186429 ICGACGACGAGAAGGAAAAG [645 CUUUUCCUUCUCGUCGUCG g;‘l:-ss:s]
1871430 ACAAGAACAAGGCCGACUU lga6 AAGUCGGCCUUGUUCUUGU |Rh ?lgl-lﬁ?-gl
1881431 CUUCAAGCCACACUGGGAU 547 AUCCCAGUGUGGCUUGAAG [Rh,Rb,D g:f-am]
1891432 (CCUGCOCCAUAGUCAUUCU 548 IAGAAUGACUAUGGCCCAGG Sr;lz:s-ms]
190}433 UUUGUUGGAGCGUGGAAAA |540 [UUUUCCACGCUCCAACAAA [%gl::;zzns]
191}434 AGAACAUCCUGGUGUCACC [650 GGUGACACCAGGAUGUUCU [3422:41]
192/435 ACOCCACCGCCUULIGAGUU [g5] AACUCAAAGGCGGUGGCGU [Rh ﬁg?-msl
193436 IGUGAGGUACCAGCCUUGGA [652 UCCAAGGCUGGUACCUCAC [Rh ﬁgf-lsssj
194]437 IGCGCCUUCUGCCUCCUGGA. 553 UCCAGGAGGCAGAAGGCGC [EZE;:?-:}]
195438 IGCCUGGCCUUCAGCUUGUA 554 UACAAGCUGAAGGCCAGGC 2?5-393]
196430 CCCGGAAACUCCACAUCCU 555 AGGAUGUGGAGUUUCCG;CEG ISI;-UF(}PI?IS]
197440 JUCUUCAAGCCACACUGGGA [656 UCCCAGUGUGGCUUGAAGA [Rh,Rb,D .?Sl:;-iGIJ
198441 UGUUGCUAUCAAUCCAAGA [557 UCUUGGAUUGAUAGCAACA [Rh [Oz.ig:;zmi
1991442 IGAGUGGGCCGCGCAGACCA 658 1UGGUCUGCGCGGCCCA@C -?ggﬂnl
2001443 ICCUGAGACACAUGGGUGCU 559 IAGCACCCAUGUGUCUCAGG [D,Rt,M [!L.‘hr'a;t:ilﬂS]
201444 AOQCCOACUGUACGGACCCA 60 UGGGUCCGUACAGU-(_:.GGCU [3623-641]
2021445 GGGCCUCAGGGUGCACACA [561 UGUGUGCACOCudAGGCCC ([:;1:;6-1504]
D03l446 ACUGGGAUGAGAAAUUCCA 562 UGGAAUUUCUCAUCCCAGU |Rh ?s';;i?s]
P04l447 WGAAUGACCUGGCCGCAGU [543 ACUGCGGCCA‘G;GUCAUUCU‘ Sl;':z;lwn]
205443 CAUAUUUAUAGCCAGGUAC 564 GUACCUGGCUAUAAAUAUG |Rh E}I:;'s:;;wo&}
206449 ) AG;}UGACCCAUGACCUGCA 565 UGCAGGUC_AUGG{?UCJ&CCU Rt M [1[;[54-1132]
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ORF
2071450 IGCGCUGCAGUCCAUCAACG 666 CGUUGAUGGACUGCAGCGC [Rh,Rt g‘é;-?ﬁzl
D085 1 GGUGACMGAUGCGAGACG 667 ICGUCUCGCAUCUUGUCACC [Rh [1460-1478)
20914572 T ICUUCAAAGAUAGGGAGGGA 668 UCCCUlCCCUAUCUUUGMG I[E;[;lfﬁ—zlo-i]
2101453 AGCUGCAMUCGUGGAGAU 660 AUCIJC(iﬁCGAUUUGCAGCU Rh ?S'I;T:I:m]
Zli 451.1 GUGGAGA;&.CAUCCUGGUGU 570 ACACCAGGAUGUUCUCCAC [Rh 'Eﬁ?—ﬁ?]
2121455 GAACAAGGCCGACUUGUCA 671 UGACAAGUCGGCCUUGUUC [Rh El'-gS-lzd}]
213}456 CAUGAUGCUGAGCCCGGAA [672 [UUCCGGGCUCAGCAUCAUG -Egs.j-_-ma]
2144457 GCGCCUUGAAAAGCUGCUA 1573 UAGCAGCUUUUCAAGGCG'C Rh - [3;(;:;:1084]
215k58 . GCAGACUCUGGUGAAGMG 674 CUUCUUGACCAGAGUCUGC [Rh gﬁfﬁ:mzs]
2161459 CCAQGGCAGUGGAGAACAUC 675 GAUGUUCUCCACUGCCUGG [Rh %:g.l:ao]
TABLA C: ARNip de SERPINH1 de 19 meros interespecies
N2 [SEQ ID SEN [ARNip sentido SEQ ID AS [ARNIp antisentido Otras humane-
especies 32454740
: ORF:230-
1488
1 k76 ICACUACAACUGCGAGCACU [973 IAGUGCUCGCAGUUGUAGUG |Rh,D [686-704]
2 677 IAACCGUGGCUUCAUGGUGA [974 UCACCAUGAAGCCACGGUU [RhRtM EEE—FOS]
3 578 GGCAAGAAGGACCUGUACC 975 GGUACAGGUCCUUCUUGCC |Rb,D,M [nzsa,o
4 579 GGUGGACAACCGUGGCUUC (976 GAAGCCACGGUUGUCCACC [RhM [I:Ei-lmr
5 1630 IWGGCCAUGGCCAAGGACCA 977 UGGUCCUUGGCCAUGGCCU [RhD Es;z—qm]
5 Iﬁsl CGCAGCGCGCUGCAGUCCA 1978 UGGACUGCAGCGCGCUGCG |Rh,Rt [?3-746.]
7 Isz2 IWGCAGCAAGCAGCACUACA 979 [UGUAGUGCUGCUUGCUGCU [Rh,D 3574-592]
B 1683 (GGCCUCUACAACUACUACG 080 d' CGUAGUAGUUGUAGAGGCC [Rb,D [c;gﬂu%s]
9 684 GAAGAUGCAGAAGAAGGCU [981 IAGCCUUCUUCUGCAUCUUC [Rh,Rb,Rt ﬁl‘ld-
10 [585 IGGCUCCUGAGACACAUGGG 982 CCCAUGUGUCUCAGGAGCC |D ::::gvonp
SUTR
11 586 IWGCAAGCAGCACUACAACU (083 AGUUGUAGUGCUGCUUGCU [Rh,D [677-695]
12 587 .GGAGGUGJRCOCAUGACCUG 084 CAGGUCAUGGGﬂC&OCﬂCC IRh,Rt,M 3?52-
: 1180] ORF
13 [A88 ICCCUUUGACCAGGACAUCU [985 1AGAUGUCCUGGUCAAAGGG |Rh,Rt [1322-
14 K89 ICUCCUGAGACACAUGGGUG 986 ICACCCAUGUGUCUCAGGAG |D [113;20“
sUTR
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15 1890 ﬂﬂGGCUCCUGﬂGACACAUG OR7 AUGUGUCUCAGGAGCCUU D [1524-

s 691 CGCGCUGCAGUCCAUCAAC [988 GUUGAUGGACUGCAGCGCG [Rh,Rt (733751
17 192 IAGGGUOUGGUGGAGGUGAC 1989 IGUCACCUCCACCACACCCU |[RhD [1152-

18 k693 AGCACUACAACUGCGAGCA [990 [UGCUCGCAGUUGUAGUGCU |Rb,D [lc;;f]-gf
19 lg9a GGCUCCCUGCUAUUCAUUG [991 ICAAUGAAUAGCAGGGAGCC D ﬁl:;—

20 [695 GCGOGCAACGUGACCUGGA (992 UCCAGGUCACGUUGCGCGE (M ;;;z]a?:F
21 1596 IGCUGCAGUCCAUCAACGAG (993 ICUCGUUGAUGGACUGCAGC [Rh,Rt ?72:—'751]
b7 697 ACCAAAGAGCAGCUGAAGA 904 [UCUUCAGCUGCUCUUUGGU [Rb.Rb.P 3';55..

53 5os CCAAGGACGUGGAGCGCAC 1995 GUGCGCUCCACGUCCUUGG [RhD gfs.]s?f
24 1699 UGUUCUUCAAGCCACACUG |996 CAGUGUGGCUUGAAGAACA |Rh.Rb,D [3]:;-353]
25 oo GCCCAAGGGUGUGGUGGAG [997 ICUCCACCACACCCUUGGGC [RD ([::T::r-

b6 Fol ACAGGCCUCUACAACUACU [098 AGUAGUUGUAGAGGCCUGU [Rb,Rb,D,R(,P [I;f:-lgg;F
57 hoa IGCGCAGCAGCAAGCAGCA [999 UGCUGCUUGCUGCUGCGCA [RhD ffs';‘;..sm
28 1703 GGUGGAGGUGACCCAUGAC 1000 IGUCAUGGGUCACCUCCACE [RhRIM 31?:9-

29 oa CUUUGACCAGGACAUCUAC [1001 GUAGAUGUCCUGGUCAAAG [Rh.RI . [Iul;;iom:
50 fos AAGGGUGUGGUGGAGGUGA 1002 UCACCUCCACCACACCCUU [RhD [I?:E.QRF
31 o6 ~ [UCCUAUACCGUGGGUGUCA (1003 UGACACCCACGGUAUAGGA [R,D,P- [Iylfj.]!}?g[:'
32 [707 GCGCAGACCACCGACGGCA 1004 UGCCGUCGOUGGUCUGCGE [D ﬂ'ﬁ-r;g]
33 [708 CGCAGCAGCAAGCAGCACU 1005 AGUGCUGCUUGCUGCUGCG [Rb,D ESEE—&SQ]
34 1709 IGCCUCAUCAUCCUCAUGCC (1006 GGCAUGAGGAUGAUGAGGC [Rh,D Rt,M []]6?416‘()“
3 b0 UCUCCAGCCUCAUCAUCCU 1007 AGGAUGAUGAGGCUGGAGA [Rh,D R(M [10_2-:1-

% bl CCAUUGACAAGAACAAGGE [1008 GCCUUGUUCUUGUCAAUGG [Rb,D [1?13?5]-0:
7 b2 AGCAGCACUACAACUGCGA (1009 UCGCAGUUGUAGUGCUGCU [RED Efzjs:lu?sgg]
% b3 UGCACCGGACAGGCCUCUA [1010 UAGAGGCCUGUCCGGUGCA [RhRORLP[(939.957]
39 1714 IAVCUCCAAGAUCAACUUCCG 1011 COGAAGUUGAUCUUGGAGU Rh,D,R.l‘,M ??ﬂz-?lﬂ]
0 Fis UGGACAACCGUGGCUUCAU 1012 AUGAAGCCACGGUUGUCCA [Rb,M E;E-gn:].
1 e GAGCAGCUGAAGAUCUGGA [1013 UCCAGAUCUUCAGCUGCUC [Rb.D gosl-.

2 17 CAGAAGAAGGCUGUUGCCA 1014 UGGCAACAGCCUUCUUCUG [Rt 511:;1::-::
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43 718 IAGGCAAGAAGGACCUGUAC (1015 GUACAGGUCCUUCUUGCCU [Rh,D [1252-
44 1719 CCUCUACAACUACUACGAC (1016 IGUCGUAGUAGUUGUAGAGG [Rb,D [I::f-ls'?cﬁf
45 1720 IAGCAGCUGAAGAUCUGGAU (1017 AUCCAGAUCUUCI!\GCUGCU Rh,D EE;-
46 [72] AACUACUACGACGACGAGA 1018 UCUCGUCGUCGUAGUAGUU [Rb [!!:51:-19?;1:
47 722 GGCAAGCUGCCCGAGGUCA (1019 UGACCUCGGGCAGCUUGCC Rh,D ;::;1;;?94]
48 [723 ICCGGACAGGCCUCUACAAC (1020 GUUGUAGAGGC’CUGUOOGG Rh,Rb,RLP E}E—%l]
49 [724 [GCUCCCUGCUAUUCAUUGG (1021 CCAAUGAAUAGCAGGGAGC D [1422-
50 1725 IAACUGCGAGCACUCCAAGA (1022 UCUUdGAGUGCUCQ_CAGUU Rh,D 'ggg-]??;l?
51 726 IGACACAUGGGUGCUAUUGG 1623 CCAAUAGCACCCAUGUGUC [RhReM ltls;ssgsfi
3UTR
52 f127 GCACCGGACAGGCCUCUAC. (1024 GUAGAGGCCUGUCCGGUGC [Rh,Rb,RLP  [[940-958]
53 [728 AGCGCAGCGCGCUGCAGUC (1025 GACUGCAGCGCGCUGCGCU [Rh,Rt E?Eg-?«]
54 1729 GGACGUGGAGCGCACGGAC [1026 GUCCGUGCGCUCCACGUCC [Rh,D [?3;—8]‘?]
55 B30 CAGCCUCAUCAUCCUCAUG (1027 CAUGAGGAUGAUGAGGCUG [Rh,D,R1,M ﬁotf;- N
56 1731 IAAGAUCAACUUCCGCGACA (1028 UGUCGCGGAAGUUGAUCUU D LT;E-]?(;S]
57 732 IGCGCAACGUGACCUGGAAG (1029 ICUUCCAGGUCACGUUGCGC [M [ggja:-sm]'
58 1733 ACUGCGAGCACUCCAAGAU (1030 AUCUUGGAGUGCUCGCAGU [Rh,D ]{:;slg;-?n]
59 1734 IGUGGACAACCGUGGCUUCA (1031 UGAAGCCACGGUUGUCCAC |Rh,M [slg;-gné]
50 [735 ICCACAAGCUCUCCAGCCUC (1032 GAGGCUGGAGAGCUUGUGG [Rh,D,P Emz-
61 1736 CAAGAUGGUGGACAACCGU (1033 ACGGUUGUCCACCAUCUUG |Rh,Rb,M,P [I:?S;J-]ag;F
52 737 CGAGCACUCCAAGAUCAAC 1034 GUUGAUCUUGGAGUGCUCG [Rh,D ESE—?IS]
53 1738 WGCUGCCCGAGGUCACCAA (1035 UUGGUGACCUCGGGCAGCU [Rh,D rc'}rsﬂ-tigs]
64 739 GGACAUCUACGGGCGCGAG (1036 CUCGCGCCCGUAGAUGUCC D ?33;0“
55 [740 IAGGACAUCUACGGGCGCGA (1037 UCGCGCCCGﬁﬁGAUGUCCU D []133;%2]-0”
56 [741 UGUCAGGCAAGAAGGACCU [1038 AGGUCCUUCUUGCCUGACA [Rh,D lllzzﬁé-ORF
57 742 IGGGUGUGGUGGAGGUGACC 1039 \GGUCACCUCCACCACACCC [RhD [|l1$13] o
58 a3 CAAGCUCUCCAGCCUCAUC (1040 IGAUGAGGCUGGAGAGCUUG [Rh,D,M,P [101:!-0
59 1744 IGUGACCCAUGACCUGCAGA (1041 UCUGCAGGUCAUGGGUCAC [Rh,Rt,M [:I:Eg-zz
70 [745 KGUUCUUCAAGCCACACUGG (1042 CCAGUGUGGCU!:JGAAGAAC [Rh,Rb,D [s4|.]as\3]
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746

i [ACAUCUACGGGCGCGAGGA [1043 UCCUCGCGCCCGUAGAUGU DM i35
72 a7 [0GGAGGUGACCCAUGACCU 1044 AGGUCAUGGGUCACCUCCA [Rh,R[,M [tllj‘}'g]]-()RF
73 1748 UGCAGAAGAAGGCUGUUGC |1045 GCAACAGCCUUCUUCUGCA |Rt [1113-

74 49 UGUACCAGGCCAUGGCCAA |1046 UUGGCCAUGGCCUGGUACA [Rh,D :;;JLE);F
75 [750 UGUGGUGGAGGUGACCCATU ],.ﬂt'l? IAUGGGUCACCUCCACCACA |Rh,D ;::[l{:ﬁ-

76 51 A\GAAGGACCUGUACCUGGC [1048 GCCAGGUACAGGUCCUUCU ) liizg.zz
77 752 AGCAGCUGCGCGACGAGGA [1049 UCCUCGUCGCGCAGCUGCU [Rb,D [532.}546]
78 [753 ACGCCAUGUUCUUCAAGCC [1050 GGCUUGAAGAACAUGGCGU |Rh,Rb,P 3341:_'352}
79 hs4 ACAAGAUGGUGGACAACCG (1051 CGGUUGUCCACCAUCUUGU [RbRb.MP L;EE-SM
80 (755 CUGCGAGCACUCCAAGAUC 1052 GAUCUUGGAGUGCUCGCAG [Rb,D [51;9};.1121
81 56 (GUCACGCAUGUCAGGCAAG 1053 CUUGCCUGACAUGCGUGAC [Rb,D 312510- o
82 1757 IWCGCAUGUCAGGCAAGAAG (1054 CUUCUUGCCUGJ’ACAUGCGI;I Rh,D ;1243]-ZRF
B3 f1s8 UGCUAUUCAUUGGGCGCCU [1055 [AGGCGCCCAAUGAAUAGCA D {l;{::?-ow
82 759 UGCGCGACGAGGAGGUGCA 1056 UGCACCUCCUCGUCGCGCA |RB,D Es;;.lsszl
5 Feo GCAGCUGAAGAUCUGGAUG 1057 CAUCCAGAUCUUCAGCUGC |Rh,D '[::693-0

56 [61 CCAUGACCUGCAGAAACAC 1058 GUGUUUCUGCAGGUCAUGG [Rh,Rt,M Elzll“:l:]-, :
37 he2 AAGCUCUCCAGCCUCAUCA [1059 UGAUGAGGCUGGAGAGCUU [Rh,D.R(,M,P [l:ffl;—o )
B8 [763 CAGCAAGCAGCACUACAAC 1060 GUUGUAGUGCUGCUUGCUG |Rh,D [l::;—lﬁ(;;-l
89 [764 IAUGUUCUUCAAGCCACACU 1061 AGUGUGGCUUGAAGAACAU |Rh,Rb,D ?E]:;:—EST]
90 765 UOCUGAGACACAUGGGUGC 1062 GCACCCAUGUGQUCUCAGGA |D,Ri,M [11;59-

51 166 CACUCCAAGAUCAACUUCC 1063 GGAAGUUGAUCUUGGAGUG [RED RLM  [[701-719]
57 67 AAGGGUGACAAGAUGCGAG [1064 CUCGCAUCUUGUCACCCUU [Rh,D ' ﬁ:;f;;?_ORF
53 1768 GACAGGCCUCUACAACUAC |1065 GUAGUUGUAGAGGCCUGUC |Rh,Rb,Rt.P E;g;;-]gsal
b4 169 [ACCCAUGACCUGCAGAAAC 1066 GUUUCUGCAGGUCAUGOGU [ReReM — [[165-
95 1770 "[CACCACAAGAUGGUGGACA (1067 UGUCCACCAUCUUGUGGUG [Rh,Rb,M.P g;;-]syo]
96 b71 GCAGAAGAAGGCUGUUGCC [1068 GGCAACAGCCUUCUUCUGE [Re [113236.0RF
b7 h72 GUGGUGGAGGUGACCCAUG 1069 CAUGGGUéACCUCCA_CCAC Rb,Rb R,M [llll?ras?]-ORF
b8 73 AGGCCUCUACAACUACUAC 1070 GUAGUAGUUGUAGAGGCCU [Rh,Rb,D,R1,P é;;i-lysi]
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99 774 IGOUGACCCAUGACCUGCAG (1071. CUGCAGGUCAUGGGUCACC |Rh,Ri,M [111635-0”
mﬁ-,--}; GCCGA&GUGAAGMOQUG 1072 CAGGUUUCUUCACCUCGGC [Rh,Rt [;:'4-]3021
1011776 ICAACUACUACGACGACGAG (1073 CUCGUCGUCGUAGUAGUUG Rb EQE;:-G?G]
lﬂi?ﬂ CAAGAAGGACCUGUACCUG 1074 CAGGUACAGGUCCUUCUUG [Rh,DM [IE;‘:ST

_ll}.] 778 UGUUCC-ACGOCACCG{ZCU,U 11075 AAGGOGGUGQCGUGGMCA D ;T::E-ORF
104[770 ICCCUGCUAUUCAUUGGGCG (1076 CGCCCA&UGAAUAGCAGGO D - [112:'2'!.;2':'RF
105{780 CCGUGGCUUCAUGGUGACU (1077 IAGUCACCAUGAAGCCACGG |Rh,RiM . E:;;IQ?;F '
106[781 .CUACAACU.&CUACGACG&C 1078 GUCGUCGUAGUAGUUGUAG |Rb gl;-;—Q?B]
1071782 .GCAGCACUACAACUGCGAG 1079 CUCGCAGUUGUAGUGCUGC [Rh,D 351;;-7001
'ma?sa Udauamcmcccuaccuu 1080 AAGCCACGGUUGUCCACCA [Rh,M gg-gnn]
1091784 AGACCACCGACGGCAAGCU (1081 AGCUUGCCGUCGGUGGUCU DRt E!Eg-?sa]
110[785 AGAAACACCUGGCUGGGCU [1082 IAGCCCAGCCAGGUGUUUCU D [1182-

1111786 ACCAAGGACGUGGAGCGCA 1083 UGCGCUCCACGUCCUUGGU |Rh,D E?::ls?f]l:
112[787 CCGAGGUGAAGAAACCUGC (1084 GCAGGUUUCUUCACCUCGG [Rh,Rt 'gg_-aqu
113788 INCUACAACUGCGAGCACUC 1085 CGAGUGCUCGCAGUUGUAGU Rh,D. _ '[:;E-?OSJ
114[789 ACAAGCUCUCCAGCCUCAU 1086 IAUGAGGCUGGAGAGCUUGU [Rh,D,M,P ' ﬁ-:;]-i_..

115790 _AGGACGUGG:\GOGCACGGA 1087 UCCGUGCGCUCCACGUCCU |Rb,D ggg-]a?;ﬁ'
1161791 GCUAUUCM.HJGGGCI]CCUG‘ L08R CAGGCGCCCAAUGAAUAGC (D [1144:%9- RE
117[792 IAACUUCCGCGACAAGCGCA {1089 UGCGCUUGUCGCGGAAGUU [D gﬁiﬁ”
1181793 GCUCUCCAGCCUCAUCAUC (1090 GAUGAUGAGGCUGGAGAGC |Rh,D Rt,M,P |[1018-

1191794 IAGAAGGCUGUUGCCAUCUC 1091 GAGAﬁGG‘CAACAGC:CUUCU Rt [J ??;:!-ORF
1204795 IGGUCACCAAGGACGUGGAG {1092 CUOC&CGUCCUUGGUGACC Rh, D [l'::{?-}sg;l:
121796 IAGCUGCGCGACGAGGAGGU 1093 IACCUCCUCGUCGCGCAGCU: [Rh,D g:ll:-s-ss]
1221797 -CCCGAGGUCAOCAAGGACG 1094 CGUCCUUGGUGACCUCGGG |[Rh,D E’E&O}]
1231798 IAUGUCAGGCAAGAAGGACC 1095 GGUCCWCUﬁGCCIJGACAU Rh,D ﬂzq?-

124[799 ICGAGGUCACCAAGGACGUG [1096 " |CACGUCCUUGGUGACCUCG [Rb,D :7'25'2-]32;1:
125800 - ' 0AUGCACCGGACAGGCCUC (1097 GAGGCCUGUG&GGU{SCAUC Rh,Rb,Rt,M,P E?;‘;—%S]
1261801 GCACUACAACUGCGAGCAC (1008 GUGCUCGCAGUUGUAGUGC |Rh,D [6;15;-?03]
12?.3|}2 CCACAAGAUGGUGGACAAC (1095 GUUGUCCACCAUCUUGUGG Rh,Rb,M,P ?3'.'4-392]
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128[803 CAAGGGUGUGGUGGAGGUG [1100 - ICACCUCCACCACACCCUUG |Rh,D [1;.;0-0

1291804 AGCUGAAGAUCUGGAUGGG 1101 ECCAUCCAGAUCUUCAGCU .Rh,D []110'95]- BE
130[805 IACCAGGCCAUGGCCAAGGA 1102 UCCUUGGCCAUGGCCUGGU [Rh,D ;;é:;.]at?ﬁp
1311806 CAUGUUCU.UCAAGCC..ACAC 1103 GUGUGGCUUGAAGAACAUG [Rh,Rb D {[:;I;g-ss(s]
132|807 CAAGAUCMCUUOCGCG&C 1104 GUCGCGG»\AGU’UGAUCUUG ID E?EE-?M]
133/808 .UCCAGCCUCAUCAUCCUCA.l 1105 UGAGGAUGAUGAGGCUGGA [Rh,D,Rt,M [llu'(?;%]z- r.u:'
134809 GCCCGAGGUCACCAAGGAC (1106 GUCCUUGGUGACCUCGGGC [Rh,D [734.1351)21
135)810 JUCAAGCCACACUGGGAUGA (1107 UCAUCCCAGUGUGGCUUGA [Rh,Rb ?alilzs:-am]
136[811 AGUCCAUCAACGAGUGGGC [1108 GCCCACUCGUUGAUGGACU [Rh,Rt,M ﬁﬁ-?sgl
1371812 IGACUUCGUGCGCAGCAGCA 1109 UGCUGCUGCGCACGAAGUC Rh,D,M E?Eg—ssol
138[813 ICUCUCCAGCCUCAUCAUCC [1110 GGAUGAUGAGGCUGGAGAG [Rh,D,Rt,M,P [1131;1?9- RE
139814 IGCAGACCACCGACGGCAAG 1111 CUUGCCGUCGGﬁGGUCUGC D,Rt [?631—]?211'
140815 AUGCAGAAGAAGGCUGUUG [1112 AACAGCCUUCUUCUGCAU (Rt EEZEBRF
141816 JCAACCGUGGCUUCAUGGUG i113 CACCAUGAAGCCACGGUUG [Rh,RtM [s:f:-]su?]
1421817 UACUACGACGACGAGAAGG 1114 CCUUCUCGUCGUCGUAGUA [Rb gﬁz-gén]
143]318 IGAAGGCUGUUGCCAUCUCC (1115 GGAGAUGGCAACAGCCUUC Rt ;Es- e
1441319 UCACCAAGGACGUGGAGCG 1116 CGCUCCACGUCCUUGGUGA Rh,D g;i]s?u]
145]820 CAGCUGAAGAUCUGGAUGG (1117 CCAUCCAGAUCUUCAGCUG: [Rh,D [11t1924-0RF
146[82 1 UGGGCCUGACUGAGGCCAU (1118 AUGGOCUCAGUCAGGCCCA Rt Eilzzi?;g-oﬁp.
147 ﬁzz ACCGUGGCUUCAUGGUGAC (1119 GUCACCAUGAAGCCACGGU [Rh,Rt,M g;i‘_-lgﬂw
1481823 - CAGUCCAUCAACGAGUGGG (1120 CCCACUCGUUGAUGGACUG [Rh,Rt,M g;g—?sa}
1491824 ICCGACGGCAAGCUGCCCGA (1121 UCGGGCAGCUUGCCGUCGG D g;ll:-?'ﬁ@f
150[825 IACAAGCGCAGCGCGCUGCA (1122 - UGCAGCGCGCUGCGCUUGU [Rh Re g;i_-ul]
151[826 GAAACACCUGGCUGGGCUG (1123 CAGCCCAGCCAGGUGUUUC |B (e
1521827 IAWGGCUCCUGAGACACAUGG (1124 CCAUGUGUCUCAGGAGCCU D [1525]‘—

_1'53 828 CAAGGACGUGGAGCGCACG (1125 CGUGCGCUCCACGUCCUUG [Rh,D ggi.mq
154[g29 GCAGUCCAUCAACGAGUGG 1126 CCACUCGUUGAUGGACUGC [Rh,Rt,M g;%-'rsn
155[830 IAGAUGGUGGACAACCGUGG [1127 CCACGGUUGUCCACCAUCU RhM [£79-897]
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156[331 AAGCGCAGCGCGCUGCAGU |1128 ACUGCAGCGCGCUGCGCUU [Rh,Rt gzs-?q;s}_
157[8372 CAUGUCAGGCAAGAAGGAC (1129 GUCCUUCUUGCCUGACAUG |Rh,D [Il;fﬁ- '
158333 CAAGCCACACUGGGAUGAG (1130 CUCAUCCCAGUGUGGCUUG [Rh,Rb [l:::-]sfs);]:
155834 A AGAUGCAGAAGAAGGCUG [1131 CAGCCUUCUUCUGCAUCUU [Rh,Rt,M El)a:ffs-o .
1'60535 IGGCCAUGGCCAAGGACCAG [1132 ICUGGUCCUUGGCCAUGGCC |Rh,D ggg.]u;f
161[836 (GUGCGCAGCAGCAAGCAGC |1133 GCUGCUUGCUGCUGCGCAC [Rh,D g&gaaﬁi
1621837 CAACﬁGCGAGCACUCCAAG 1134 CUUGGAGUGCUCGCAGUUG [Rh,D 59{':}.?09]_
163)838 UACMCUGCGAGCACUCCAJ 1135 TUGGAGUGCUCGCAGUUGUA [Rh,D [6::;?0?]
164[839 ICAUUGACAAGAACAAGGCC (1136 GGCCUUGUUCUUGUCAAUG [Rh,D ?1216-'
165|340 CAAGCAGCACUACAACUGC [1137 GCAGUUGUAGUGCUGCUUG Rh.D ggggsg;F
1661841 GUGUUCCACGOCACCGCCU 1138 AGGCGGUGGCGUGGAACAC [D [122910-01{'[:
167|842 CCUGCUAUUCAUUGGGCGC 1139 GCGCCCAAUGAAUAGCAGG |D ' [114441;;: 1'u=
168(843 IGCCCACAANGCUCUCCAGCC 1140 IGGCUGGAGAGCUUGUGGGC Rh,D,F; . [ngl"o _
1691844 CAGCAGCAAGCAGCACUAC 1141 F}UAGUGCUGCUUGCUGCUG IRh,D» ig;g-lﬁgﬁl:
170845 [UGAUGCACCGGACAGGCCU 1142 AGGCCUGUCCGGUGCAUCA [Rh,Rb Rt M.P [9;;—954]
71 846 UCAACUUCCGCGACAAGCG || 143 CGCUUGUCGCOGAAGUUGA |D ;;;Ii ]1:-?29]
172847 UCAGGCAAGAAGGACCUGU 1144 ACAGGUCCUUCUUGCCUGA |Rh,D '{12510-0“
173848 IACUUCGUGCGCAGCAGCAA [1145 UUGCUGCUGCGCACGAAGU [Rh,D,M Lﬁg;-]GSI]
174849 IACAACCGUGGCUUCAUGGU |1146 ACCAUGAAGCCACGGUUGU [Rh,RL,M [888-506]
175[850 ._AAGGCU,GI;JUGUC;&UCUCCU 1147 AGUAGAUGGCAA(MGOCUU D,Rt ;E?-DRF
.1?6 951 IGCAGCUGCGOGACGAGGAG [1148 CUCCUCGUCGOGCAGCUGC |Rh,D ' gé;—lﬂ?]
177|852 AUUCAUUGGGCGOCUGGU (1149 ACCAGGCGOCCAAUGAAUA |D ' Illuf';_oﬁ?
178[853 UCCACCACAAGAUGGUGGA (1150 UOCACCAUCUUC_;UGGﬁGGA_ éﬁ:,Rb,D,P g;g—lssa] -
179[854 CCCUGGCCCACAAGCUCUC (1151 GAGAGCUUGUGGGCCAGGG; Rh,D,P {lluoz[;»j-c-RF
180855 ACCAGGACAUCUACGGGCG [1152 CGCCCGUAGAUGUDCUGGU_D,M IIEE':;%F;FDRF
|31.355, GAUGAUGCACCGGACAGGC [1153 GCCUGUOCGGUGCAUCAUC [RinRbREM gl::;-]gsz]
IBIPS'J' l ICAACGCCAUGUUCUUCAAG 1154 ICUUGAAGAACATUGGCGUUG |Rh,Rb,P gﬁ%—ﬁiﬂ]
-183F53 IACGGCAAGCUGCCCGAGGU |]1155 ACCUCGGGCAGCUUGCCGU Fh,D E;;—‘JGI']'I
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]341359 ICAGCGCGCUGCAGUCCAUC {1156 IGAUGGACUGCAGCGCGCUG |Rh,Ri [730-748]
185[860 CCCAAGGGUGUGGUGGAGG: 1157 CCUCCACCACACCCUUGGG [Rh,D ﬁ[:fs-

186]861 CAUGOGCCAAGGACCAGGCA (1158 UGCCUGGUCCUUGGCCAUG [Rh,D ;;::-L?;F
1871862 (_ZUCCAGCCUCAUCAUCCUC 1159 'G_AGGA-UGAUGA(_]GCUGGAG Rh,D,Rt,M F]EZF]

188[R 63 UCUACGGGCGCGAGGAGCU 1160 AQCUCCUCGCGCCCGUAGA [DM [l?:falonf
189364 GGCOCACAAGCUCUCCAGC (1161 GCUGGAGAGCUUGUGGGCC [Rh.D,P [IIJE,:ES]!-DRF
190865 GUCAGGCAAGAAGGACCUG (1162 CAGGUCCUUCUUGCCUGAC [Rh,D [11022:9_]'.0“
1911866 ICAUCUACGGGCGCGAGGAG 1163 CUC-CUCGCGDCCGUAG:AUG DM i}:{;o:_:‘
192867 ICGUGCGCAGCAGCAAGCAG [1164 CUGCUUGCUGCUGCGCACG [Rh,DM ‘[:?Ig-]::ﬂ
193/868 IWGCCUCAUCAUCCUCAUGC |1165 GCAUGAGGAUGAUGAGGCU [Rh,DRIM -[1025-

194869 UIJCMGOCACACUGGGAUG 1166 CAUCCCAGUGUGGCUUGAA |Rh,Rb E?DESE—]E?:F
195870 AAGAAGGCUGUUGCCAUCU |1 167 AGAUGGCAACAGCCUUCUU |Rr [1]1];224- R
196871 GGUGUGGUGGAGGUGACCC 1168 GGGUCACCUCCACCACACC [Rh,D [1112'52221:
1971872 GAGGUGACCCAUGACCUGC |1169 GCAGGUCAUGGGUCACCUC |Rh,Rt,M [111161?].- .
198[873 GUGGAGGUGACCCAUGACC [1170 GGUCAUGGGUCACCUCCAC [Rh,Rt,M [1?6;-0

199874 C_IACAAGAUGGUGGACMCC 1171 GGUUGUCCACCAUCUUGUG [Rh,Rb,M,P giﬁj—]ﬂgif
200|875 CUGGCCCACAAGCUCUCCA |i172 UGGAGAGCUUGUGGGCCAG [Rb,D,P lli}ﬁz?-onﬁ
RO11R76 GAUGACUUCGUGCGCAGCA 1173 UGCUGCGCACGAAGUCAUC [RhRtM [659?6'5'?]
2021877 ACUUOCGGG;NCAAGCGCAG 1174 CUGCGCUUGUCGCGGAAGU D ?IT&F-?JZI
ZDSIS‘}‘B AACGCCAUGUUCUUCAAGC 1175 IGCUUGAAGAACAUGGCGUU |RhRb.P '[jal;:-SSl]
204879 GGACCUGUACCUGGCCAGC 1176 IGCUGGCCAGGUACAGGUCC |Rh,D ;EEI-ORF
ZOS[RA0 IGCGACGAGGAGGUGCACGC (1177 GCGUL%CACCUCCUCGUOGC D -gg‘l?:-]SSS]
206[1881 GCAAGCUGCCCGAGGUCAC (1178 IGUGACCUCGGGCAGCUUGC [Rh,D [11:;1'-‘]'951
D07[382 AUUCAUUGGGCGCCUGGUC (1179 IGACCAGGCGCCCAAUGAAL D [01‘4;-2—

DORIRRS GAGGUCACCAAGGACGUGG 1180 CCACGUCCUﬁGGUGACCUC Rh,D gfs:g}sg:f
20§ 834 AAGAAGGACCUGUACCUGG {1181 (CCAGGUACAGGUCCUUCUU [Rh,D [1122??15_0RF
210|885 GACAACCGUGGCUUCAUGG {1182 CCAUGAAGCCAGGGWGUC Fﬁ,R{,M gg;-]gﬂsf
211|886 CUGGGCCUGACUGAGGCCA [1183 UGGCCUCAGUCAGGCCCAG [Rt [11211?.'?_0%
2121887 CUCCAAGAUCAACUUCCGC |1184 IGCGGAAGUUGAUCUUGGAG [Rh,D.RL,M  [[703-721]
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' ORF
R13R88 ICAACUUCCGCGACAAGCGC [1185 GCGC’UUGUCGCGGMGUT_JG{D gllé-m]

214R89 CUCCCﬂGCUAlMCHUUGGG 1186 CCCAAUGAAUAGCAGGGAG D [1423-
215[890 IAAGCAGCACUACAACUGCG [1187 CGCAGUUGUAGUGCUGCUU [Rh,D ;sgé-]aggﬁ
216/891 IGCGCAGCAGCAAGCAGCAC [1188 GUGCUGCUUGCUGCUGCGC IR.h.D Eﬁ;%-saa]
217892 ICAGGCCAUGGCCAAGGACC 1189 GGUCCUUGGCCAUGGCCUG Inh_,n gg;-m]
21812303 IGUACCAGGCCAUGGCCAAG [1190 CUUGGCCAUGGCCUGGUAC Im_a.n D gz; -409)
2191894 ICUUCGUGCGCAGCAGCAAG |119] CUUGCUGCUGCGCAUGAAG IRI:,D,M Eg;-_ssz]
h20[895 ICAGCACUACAACUGCGAGC [1192 .GCUCGCAGUUGUAGUGCUG | ) [5:;-70'!]
221[396 ACAACUACUACGACGACG [1193 CGUCGUOGUAGUAGUUGUA JRb 'gms-w-t]
222807 GAUGGUGGACAACCGUG{]C 1194 CCAOGGUUGUCCACCAU¢ Rh,M EO;EE-BEE]
223[298 CUACAACUGCGAGCACUCC [1195 GAGUGCUCGCAGUUGUAG Rh,D ([:?:g_—‘?ﬂﬁ]
224l899 AAGGACCUGUACCUGGCCA 1196 GGCCAGGUACAGGUCCUU [Rh,D [ll;?.? o
2251900 GCUGCCCGAGOUCACCAAG (1197 ICUUGGUGACCUCGGGECAGC |[Rh,D I?El-]?g'}]
R26/901 GACAUCUACGGGCGCGAGG (1198 CCUCGCGCCOGUAGAUGUC [D,M ;E%-ORF
R27j602 CCACCACAAGAUGGUGGAC 1199 IGUCCACCAUCUUGUGGUGG |[RinRb,D,P .13;11:'-]35;9]
2139[;3 GCGCOACGAGGAGGUGCAC 'lgon GUGCA.OCUCC.UCGUCGCGC Rh,D Esli]s:-m]
2291904 CUAUUCAUUGGGOGCCUGG |1201 ICCAGGCGCCCAAUGAAUAG D [lmo- ]
2301005 CCAGGACAUCUACGGGCGC 1202 GCGCCCGUAGAUGUCCUGG [D,Rt 1133-:}.01{}
1348] ORF
2311006 AAGAUGGUGGACAACCGUG [1203 CACGGUUGUCCACCAUCUU [Rh,M g;g-agﬁ]

h32l007 CAGGACAUCUACGGGCGCG [1204 CGCGCCCGUAGAUGUCCUG {D [1331-
2331008 UCCAAGAUCAACUUCCGCG 1205 CGCGGAAGUUGAUCUUGGA _[l;::-]?ng]F
234/000 Gucaécmeﬁaoaucamc 1206 GCUCCACGUCCUUGGUGAC [Rh,D Eﬁ-m]
235[910 CUGCCCGAGGUCACCAAGG (1207 CCUUGGUGACCUCGGGCAG [Rh,D gglz:-sun]
36011 GACCAGGACAUCUACGGGC [1208 IGCCCGUAGAUGUCCUGGUC |D,Rt [113‘3‘.1::53.9HF
13?912 CCAUGGCCAAGGACCAGGC [1209 GCCUGGUCCUUGGCCAUGG [Rh,D glgg.]m]
238l913 CACCAAGGACGUGGAGCGC [1210 ptacucmc&uccuuaﬂue [Rh,D Eﬁf:"“"'
2391914 GACAAGCGCAGOGCGCUGC 1211 GCAGCGCGCUGCGCUUGUC [Rh,Re g;:_-m]
2401915 CAAGCGCAGCGCGCUGCAG |1212 CUGCAGOGCGCUGCGCUUG [Rh,Rt g;:;m]
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haiple CAGACCACCGACGGCAAGC [1213 GCUUGCCGUCGGUGGUCUG [D,Rt [764-782]
2421917 [GACCACCGACGGCAAGCUG [1214 - CAGCUUGCCGUCGGUGGUC D Rt E:;;-qu
2431018 INGGACCUGUACCUGGCCAG lilf, CUGGCCAGGUACAGGUCCU |Rh,D [1];;1-

2441919 CUGCUAUUCAUUGGGCGCC 1216 GGLKJC@AAUGﬁAUAGCAG D [l ?::'}-{.)RF
R45920 UCAUUGGGCGCCUGGUCCG |1217 CGGACCAGGCGCCCAAUGA [Rh,D E:::J-ORF
R46[021 GCUGCGCGACGAGGAGGUG [1218 CACCUCCUCGUCGCGC:;LGC Rh,D [I::zz-]s?;l:
247922 CGGCAAGCUGCCCGAGGUC (1219 GACCUCGGGCAGCUUGCCG [Rh,D E?I;;mz]
481923 [FCUCAUCAUCCUCAUGCCC 1220 GGGCAUGAGGAUGAUGAGG [Rh,D,Rt,M ?Ig?.

2491924 [CCAGGCCAUGGCCAAGGAC 1221. GUCCUUGGCCAUGGCCUGG [RhD gg;??
R50[925 IGCCAUGGCCAAGGACCAGO (1222 CCUGGUCCUUGGCCAUGGC nim_ [398-416])
251926 ICCACCGACGGCAAGCUGCC (1223 GGCAGCUUGCCGUCGGUGG [D,Rt Eg-ms]
0521927 AUGGUGGACAACCGUGGCU (1224 AGCCACGGUUGUCCACCAU |Rh,M _ ?:;f.sgg]
253928 ICUUCCGCGACAAGCGCAGC (1225 GCUGCGCUUGUCGCGGAAG 5] ??EE-‘?SS]
541929 CGCGACGAGGAGGUGCACG [1226 CGUGCACCUCCUCGUCGCG |Rh,D 'g36—554]‘
R55)930 UGGCCCAC&AGCUCJCCAG 1227 CUGGAGAGCUUGUGGGCCA [Rh,D,P ﬂﬁgs- .
R56/931 GAGCAGCUGCGCGACGAGG (1228 CCUCGUCGCGCAGCUGCUC [Rh,D ';g;;.]sg;f
57032 UGACCAGGACAUCUACGGG [1229 CCOGUAGAUGUCCUGGUCA [Rt fﬁ;—;. _
2581933 IACCACCGACGGCAAGCUGC (1230 JGCAGCUUGCCOUCGGUGGU (DRt E;:;.]?gf
59934 IGAAGGACCUGUACCUGGCC (1231 GGCCAGGUACAGGUCCUUC |Rh,D [C:gé-

6035 CAUUGGGCGCCUGGUCCGG (1232 ICCGGACCAGGCGCCCAAUG (Rh,D E?::;-ORF
51036 IWUGCACCGGACAGGCCUCU (1233 AGAGGCCUGUCCGGUGCAU Rh,RbR.P E;gg-]gg;f
R62[037 AUCAACUUCCGCGACAAGC (1234 GCUUGUCGCGGAAGUUGAU D " E?‘ljzg-iza]
63038 CAGCUGCGCGACGAGGAGG 1235 CCUCCUCGUCGCGCAGCUG [Rh,D “[1530-548)
64[939 CAGAAACACCUGGCUGGGC (1236 GCCCAGCCAGGUGUUUCUG |D IEC;IE-]-

R651940 CUACGGGCGCGAGGAGCUG (1237 CAGCUCCUCGCGCCCGUAG DM [1]3?:;-0“
266[041 CGACGAGGAGGUGCACGCC 1238 GGCGUGCACCUGCUCGUGG D EE?S?;F
Be7loaz UUUGACCAGGACAUCUACG [1239. CGUAGAUGUCCUGGUCAAA [Rt [lisz;sf -
2681943 IGUCCAUCAACGAGUGGGCC (1240 IGGCCCACUCGUUGAUGGAC [Rh,Rt,M [;gi-]??n]
69044 AUGACUUCGUGCGCAGCAG 1241 ICUGCUGCGCACGAAGUCAU [Rh,Rt,M (660-678)
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370[045 ICCCUGCUAUUCAUUGGGC 1242 GOCCAAUGAAUAGCAGGGA |D []nzzq-' -
271946 CUGCGCGACGAGGAGGUGC [1243 GCACCUCCUCGUCGCGCAG [Rh,D gé;-lsgn
p72l9a7 CAAGCUGCCOGAGGUCACE [1244 GGUGACCUCGGGCAGCUUG [Rh.D (778-756)
h73l943 AAGCUGCCCGAGGUCACCA [1245 UGGUGACCUCGGGCAGCUU [Rh,D g;g-?g?]
b74l949 UUCUUCAAGCCACACUGGG [1246 CCCAGUGUGGCUUGARGAA [RhRbD  [[42:350)
h750050 ACACCUGGCUGGGCUGGGCE [1247 GCCCAGCCCAGCCAGGUGU [ [1|aﬁ-0m_
b76[951 UCCAUCAACGAGUGGGCCG |1 248 CGGOTCACUCGUUGAUGGA [RiM E;Eg-]m ]
h77l052 AUCUACGGGCGCGAGGAGC [1249 GCUCCUCGCGCCCGUAGAU DM (1337 |
h7aloss CGUGCGCAGCAGCAAGCA 11250 GCUUGCUGCUGCOCACOA Rh,D,M [5;1533?
b75los4 CGACGGCAAGCUGCCCGAG |1251 CUCGGGCAGCUUGCCGUCG [D _E&-‘!Qﬂ]
R80j055 UUCAUUGGGCGCCUGGUCC (1252 GGACCAGGCGCCCAAUGAA [RhD [IL-;sal- o
B8ilose UUGACCAGGACAUCUACGG |1253  [CCGUAGAUGUCCUGGUCAA [Rt [132_137-0 _
he2lps7 CCUGGCCCACAAGCUCUCC [1254 GGAGAGCUUGUGGGCCAGG [Rh,D,P ;Ec;g-o:
283058 UGACUUCGUGCGCAGCAGC [1255 GCUGCUGCGCACGAAGUCA [RBRUM ésﬁ&i?g]
TR AUGAUGCACCGGACAGGCC [1256 GGCCUGUCCGGUGCAUCAU [RhRbRLM P [935.953]
225060 CACCOGACGGCAAGCUGCCC 1257 IGGGCAGCUUGCCGUCGGUG (DRt E’;:—?ET]
0861961 GACGGCAAGCUGCCCGAGG 1258 CCUCGGGCAGCUUGCCGUC [Rh,D [773-791]
1371062 UACCAGGCCAUGGCCAAGG (1259 CCUUGGCCAUGGCCUGGUA |Rh,D ?Eg-dlﬂ_]
h88l063 [UCCGCGACAAGCGCAGCGC [1260 GCGCUGCGCUUGUCGCGGA |D ?E-?;s}
2850064 UUCCGOGACAAGCGCAGCG 1261 CGCUGCGCUUGUOGCGGAA |D Eé;.?u]
b90k65 AAGGACGUGGAGCGCACGG |1262 CCGUGCGCUCCACGUCCUU [RbD [797:815]
291066 UUCCACCACAAGAUGGUGG 1263 CCACCAUCUUGUGGUGGAA [RIRD,D,P ,Ef:i's‘“]
h921067 UACGGGCGCOAGGAGCUGC 1264 GCAGCUCCUCGCGECCGUA DM (-
293068 AAACACCUGGCUGGGCUGS [1265 CMGCCCAGCCAGGUGM D ' 512:;;30 .
h94p69 IAACACCUGGCUGGGCUGGG [1266 CCCAGCCCAGCCAGGUGUU |D 511 :)83;0 e
295970 AUUGGGCGCCUGGUCCGGC [1267 GCCGGACCAGGCGCCCAAU |Rh,D 51&1;-0”
296 ‘é?l ﬂCCﬂACGGCAEGCUGCUCG 1268 COGOGCAGCUUGCCGUCGGEU (D 'g;:;g—]?SS]
ho7lo72 JUCGUGCGCAGCAGCAAGC 1269 GCUUGCUGCUGCGCACGAA [RDM (665683
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Tabla D: ARNip de 18+1 meros activos de SERPINH1

N [SEQ ID | ARNip sentido SEQ I |ARNip antisentido Otras  |humano-

especies |32454740

ORF:230-

_ : 1486

I |1270 |AGCCUUUGUUGCUAUCAAA [1849 mm&numcucn.geqcum ﬁ;ﬁﬂﬁ]
2 (1271 GCCUAAGGGUGACAAGAUA 1850  |UAUCUUGUCACCCUUAGGC [Rh H;_ﬁ;-um
3 1272 [OGCCUAAGGGUGACAAGAA (1851 UUCUUGUCACCCUUAGGES |Rh E;‘f:z-mﬂ]
4 1273 CCUCAAUCAGUAUUCAUAA  |1R52 gUﬁUGAAUACUGAmJGAG g}é?r;l?m]
5 [1274 [6GCGGAUUGAGAAGGAGCA (1853  [UGCUCCUUCUCAAUCCGCC Igflgﬁr?ém]

5 1275 GGCAGUGGAGAACAUCCUA  |1854 UAGGAUGUUCUCCACUGCCR}: EFJ{_;:-HS]
7 1276, [GGGUCAGCCAGCCCUCUUA  [1855 umamaacu&acumccclnh lg!sag-lssq]
&8 1277 GGGUGACAAGA.UGCGAGAA 1856 UUCUCGCAUCUUGUCACCC |R.hJD [IE:M?}']

5 1278 IGOACCAGGCAGUGGAGAAA 1857  |UUUCUCCACUGCCUGGUCC |Rh [409:427)
10 |1279 GAGACACAUGGGUGCUAUA (1858 UAUAGCACCCAUGUGUCUC [Rh,D,Rt, E’}I;fa-wsu
11 {1280 |GUUGGAGCGUGGAAAAAAA (1859  JUUUUUUUCCACGCUCCAAC 5 bzzggzzas}
12 [1281 GGAACAUGAGCCUUUGUUA  [1860 UMCAAAGGCUCAUGUUCCIRJJ Iglzd?rsrr;';lz?]

13 1282 GCCAUGUUCUUCAAGCCAA 1861 UUGGCUUGAAGAACAUGGC|Rh,Rb,D [3131;,3541
14 11283 GGAUUGAGAAGGAGCUCCA  |1862 UGGAGCUCCUUCUCAAUCC |¥3?Ir;|994]
15 1284 IGGGAUGAACUUUUUGUUUA [1863  [UAAACAAAAAGUUCAUCCC|Rh [2048-2066]
15 [1285 GCCGCAGUGAGGCGGAUUA  [1864  [UAAUCCGCCUCACUGCGGC I[3|963-|931]
17 [1286  |[GGACCUUCCCAGCUAGAAA [1865  [UUUCUAGCUGGGAAGGUCC|Rh [3 E;Emﬂ]
18 1287 GACCUUCCCAGCUAGAAUA 1866  |[UAUUCUAGCUGGGAAGGUCIRh [T{Emsa]
19 [1288  |CCUGUGAGACCAAAUUGAA 1867  [UUCAAUUUGGUCUCACAGG|Rh zlagimzl.

20 |1289  [UGGAGAACAUCCUGGUGUA (1868  [UACACCAGGAUGUUCUCCA |[Rh [4;2-433]
b1 1290 [GCCUUUGUUGCUAUCAAUA [1869  [UAUUGAUAGCAACAAAGGC|RE %&iﬂm]
2 1291 CCGCCUUUGAGUUGGACAA 1870 . |UUGUCCAACUCAAAGGCGG [Rh E:;is-uu]

23 1292  [CAGGCAGUGGAGAACAUCA 1871 UGAUGUUCUCCACUGCCUG [Rh gtlgmu
R4 11293 CACCUGUGAGACCAAAUUA (1872  [UAAUUUGGUCUCACAGGUG|Rh [;Lt}!rilsso]
25 11294  [GOGAAGAUGCAGAAGAAGA 1873  |UCUUCUUCUGCAUCUUCCC (Rh,Rb,Rt |[1112-1130]
D6 1295 GGCCAUUGACAAGAACAAA (1874  [UUUGUUCUUGUCAAUGGCC|RD . E];fa-lzal]
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RF
27 11206 GCCUUUGAGUUGGACACAA  [1875 UUGUGUCCAACUCAMQGC Rh Egﬁ-lau]
28 11297 AGCGG&CCUUOCCAGC;UM 1876 UUAG[’IJUGGGA;AGGUCCJSCU Rh ggﬁlﬁm
29 11298 GﬁAGhAGGCUGU’fJGC_C&UA 1877 [UAUGGCAACAGCCUUCUUC [Ri '[:; Iilz’}l 141]
30 1299 IACAAGAUGCGAGACGAGUA  |1R78 UACUCGUCUCGCAUCUUGU |Rh,R1 | [1454-1482]
31 11300 GAGGCGGAUUGAGAAGGAA 1879 UUCCUUCUCAAUCCGCCUC [D!E;J':l-wsg]
32 1301 GGACAACCGUGGCUUCAUA  [1880  |[UAUGAAGCCACGGUUGUCC [Rh,M ;EI;:-I;LM]
33 1302 CAUAUUUAUAGCCAGGUAA  |188] UUACCUGGCUAUAAAUAUG|Rh [[;[':;é-lmﬁ]
3 1303 |CGACGACGAGAAGGAAAAA 1882  [UUUUUCCUUCUCGUCGUCG] ?91;1335]
35 1304 CUCACCUGUGAGACCHAAA 1883 UUUUGGUCUCACAGGUGAG|Rh _EE:_IZ;,:ISEB]
36 1305 GCGGCUCCCUGCUAUUCAA (1 BR4 UUGMUAGCAGGGAGCCGC g;ll: 9-1437]
37 [1306 AGAACAUCCUGGUGUCACA 1885 |UGUGACACCAGGAUGUUCU [423-441)]
B8 1307 CACACUGGGAUGAGMAUA 1886 |UAUUUCUCAUCCCAGUGUG Rh ggﬁ?u]
39 11308 GCUAGAAUUCACUCCACUA 1887 UAGUGGAGUGAAUUCUAGC|Rh S];;J-IGGE]
40 11309 CCUUCAUCUUCCUAGUGCA ]333. UGCACUAGGAAGAUGAAGG]| ?ll;;? 1407])
41 1310 UGCUAUCAAUCCAAGAACA (1889  [UGUUCUUGGAUUGAUAGCA[RK U:T;S-J.IM]
42 1311 GGAAGAUGCAGAAGAAGGA [1800  |UCCUUCUUCUGCAUCUUCC [Rh,Rb,Rt ?1?31131]
43 [1312 CAUGAGCCUUUGUUGCﬁM 1891 UUAGCAACAAAGGCUCAUG [Rh 1F?':Ilul:}.zlal]
k4 11313 GCGGAUUGAGAAGGAGCUA  |IRD2 UAGCUCCUUCUCAAUCCGC ;IE:EIBBI]
4511314 UGCAGUCCAUCAACGAGUA  [1893 UACUCGUUGAUGGACUGCA [Rh,Rt,M ??EE?&G]
46 11315  [OCACUGCGGAGAAGUUGAA [1894 [UUCAACUUCUCCGCAGUGC 311-339]
47 (1316 CCAGGCAGUGGAGAACAUA  [1895 UﬁUGUUCUCCACUGCCUGG Rh ;::1;1{5-430]"
48 1317 GOCAAGAAGGACCUGUACA (1896 UGUACAGGUCCUUCUUGCC |Rh,ID M Eﬁ!-ll?l]
49 11318 CUCUACﬁACUACUACGACA 1897 UGUCGUAGUAGUUGUAGA [Rb F;EA??'J]
50 |1319 ICUUCCCAGCUAGAAUUCAA || 808 SUGMUUCUAGCUGGGMGIRh 3643-16&]
51 (1320 AGGCGGAUUGAGAAGGAGA 1899  [UCUCCUUCUCAAUCCGCCU ;I;:i 1990]
52 [1321  JOGUCCUAUACCGUGGGUGA [1900  |UCACCCACGGUAUAGGACC [Rh [lﬂgisn]
53 1322 IGCAAGAAGGACCUGUACCA (1901 UGGUACAGGUCCUUCUUGC [Rh,D,M Eé;d-lz?z]
54 1323  [CCGUGGGUGUCAUGAUGAA [1902  [UUCAUCAUGACACCCACGG [Rh gé;.gagj
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55 [1324  [GAUGCGAGACGAGUUAUAA 1903  [UUAUAACUCGUCUCGCAUC [1468-1486]
56 (1325 GGCAGUGCUGAGCGCCGAA  [1904 !JUCGGCGCUCAGCACUGCC gﬁ-szﬂ
57 (1326  [CAGCUAGAAUUCACUCCAA 1905 |UUGGAGUGAAUUCUAGCUGIRN ﬁﬁs-lﬁﬁﬁ]
58 [1327  [GAGCUUCGCUGAUGACUUA |1908 UAAGUCAUCAGCGAAGCUCIRE ;62;];6?]
59 [1328  [CUUUGAGUUGGACACAGAA [1907  |[UUCUGUGUCCAACUCARAG IRE [ffl:;:fnlé;s]
60 [1320  |GGUGGACAACCGUGGCUUA [1908  JUAAGCCACGGUUGUCEARTS RhM ;gif.gm;
61 11330 JOCCUCAUCAUCCUCAUGCA 1909  [UGCAUGAGGAUGAUGAGGCIRE DR ﬁimm
62 ]1331  |ACCAGGCAGUGGAGAACAA 1910  |UUGUUCUCCACUGCCUGGU I:h - E:_?f.e;_zg]
63 11332 [CCUGCCUCAAUCAGUAUUA [1911  |UAAUACUGAUUGAGGCAGS 5]%;1?33}
64 (1333 [GAUCAAGCCUGCCUCAAUA 1912 |UAUUGAGGCAGGCUUGAUCIRE [3;%]53.1?31]
65 1334 |CAGACUCUGGUCAAGAAGA (1913 [0CUUCUUGACCAGAGUCTGTE: f;a’f;m
66 [1335  |CGCGCUGCAGUCCAUCAAA [1914  [UUUGAUGGACUGCAGCGEGIRI R %;E?su
67 [1336  [CUGGCACUGCGGAGAAGUA (1915  [UACUUCUCCGCAGUGCCAG B18:336]
l68. 1337  |CCAGCUCUAUCCCAACCUA [1916  |UAGGUUGGGAUAGAGCUG 8335-1903]
& [1338  |AGGGUGUGGUGGAGGUGAA 1917 ?rucaccuccmcacat:ccu Rh,D E;:J:;mu]
70 /1339  |AGUGAGGCGGAUUGAGAAA 1918 |[UUUCUCAAUCCGCCUCACU [!];::3-1935]
71 [1340  [CGGACAGGCCUCUACAACA (1919  |UGUUGUAGAGGCCUGUCGG|Rh.Rb.RT, 39;::};52]
72 [1341  JCOACGAGAAGGAAAAGCUA 1920 Umcuuuuccuucucauoe;h 375.9331
73 1342 AGGCCAAGGCAGUGCUGAA [192]  [UUCAGCACUGCCUUGGOCU Ijn E’,"Em‘
74 [1343  [GCCUCAGGGUGCACACAGA 1925 UCUGUGUGCACCCUGAGGC (1488-1506]
75 |1344  [GGAUGAGAAAUUCCACCAA 1923 |UUGGUGGAAUUUCUCAUCCR—— ?sggm
76 [1345 AGAAGGAAAAGCUGCAAAA (1924 UUUUGCAGCUUUUCCUUCU [Rh g;ls]:-yga]
77 1346 |AGCUCUAUGGCAACCUCUA 1925 [VAGAGGUUGGGAUAGAGT | Eﬁ-sr:{lm]
78 [1347 JUGACAAGAUGCGAGACGAA 1926 E’UCGUCUCGCAUCU‘UGUCA Rh [1462-1480]
79 1348 |AGAAGGAGCUCCCAGGAGA (1927  |UCUCCUGGGAGCUCCUUED 8;1;3“““1
0 (1349 [CCUUCUCACCUGUGAGACA [1928  |UGUCUCACAGGUGAGAAGGRS E}aﬂiﬁl&%]
BT 1350 GGCUF:CUGGGCAGACUCUA 1929 [UAGAGUCUGCCCAGAAGCC [Rb (20013015
B2 [1351  [CCAGOCUCAUCAUCCUCAA  [1930  [UUGAGGAUGAUGAGGCUG JREDRE [1023-1041]
[3 [1352  JCCAAAGGCUCCUGAGACAA 1931 3UGUCUCAGGAGCCUUUGGM |:::5}.1-1539]
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1353  |GOACCUGGGCCAUAGUCAA 1932  |UUGACUAUGGCCCAGGUCC [1723°1740]
&5 1354  [GGGUGUCAUGAUGAUGCAA [1933  |UUGCAUCAUCAUGACACCC [Rh ?911{:-};;3]
6 [1355 |GUACCAGCCUUGGAUACUA 1934  |UAGUAUCCAAGGCUGGUAC|Rh EEzR-lsgu]
87 1356  IGGCUGUUGCCAUCUCCUUA - [1935  |[UAAGGAGAUGGCAACAGCC [1129-1147]
88 |1357 [CGCAGUGAGGCGGAUUGAA |1936  |UUCAAUCCGCCUCACUGCG aizs-waa]
89 1358  ICCAAGGACGUGGAGCGCAA  [1937 UGCGCUCCACGUCCUUGG [RnD ég:;l;]a]
90 11359 GGCUCCUGAGACACAUGGA 1938 UCCAUGUGUCUCAGGAGCC [D g}:iﬁ-lsu]
51 1360 [0CUGCAGUCCAUCAACGAA |1939  [UUCGUUGAUGGACUGCAGCIRRR! _[?E:ﬁs:z]
22 [1361  [CCAGGUACCUUCUCACCUA (1940 UAGGUGAGAAGGUACCUGGIR .E_E;l_g[ilm]
53 1362 |OCAGCGCGCUGCAGUCCAA 194.1 UUGGACUGCAGCGCGCUGC [Rh, Rt |[729-747]
04 11363 SAGACCAAAUUGAGCUAGH 1942  |UCUAGCUCAAUUUGGUCUC R al;lu:g-ms?]
95 1364  JGCCGCCGAGGUGAAGAAAA (1943 .UUUUCUUCAGCL_ICGGDGGC 3 Ezlé;w]

1365 |[GCAGACUCUGGUCAAGAAA [1944  [UUUCUUGAGCAGAGUCUGC [ (2010.3028)
b7 1366  |[CUAGAAUUCACUCCACUUA  [1945 gﬁAGUGGAGUGMUU:CU& Rh [}ésl_.-m&g]
b8 [1367  |[GCAGUGGAGAACAUCCUGA [1946  [UCAGGAUGUUCUCCACUGC [Rh i::z;w '
B9 1368 |CGCAUGUCAGGCAAGAAGA  [1947 CUUCUUGCCUGACAUGEG Rh,D Eﬁ;ﬂzaﬁ]-
15013.,59 COGAUUGAGAAGGAGCUCA 1948  |[UGAGCUCCUUCUCAAUCCG ' [1975-1993]
1011370  [AGGUGAGGUACCAGCCUUA 1949  |UAAGGCUGGUACCUCACCU [Rh ?}sz:srin 583)
102[1371  [CCACACUGGGAUGAGAAAA 1950  [UUUUCUCAUCCCAGUGUGG [Rh ESEEE&Q]
103[1372  |GCCAUUGACAAGAACAAGA |195]  |UCUUGUUCUUGUCAAUGGC|Rh,D Ezm- 1232]
1041375 |GCGCUGCAGUCCAUCAACA 1952 |UGUUGAUGGACUGCAGCOCRERL '[:;E;f-jsz]
1051374  ICUCCCAACUAUAAAACUAA (1953 gUAGLHJUUAUAGUUGGGa Rh ‘r;;l;if:%-wzl]
1061375 |GOUGACAAGAUGCGAGACA 1954  [UGUCUCGCAUCUUGUCACE [Rh ?IEE[E 1478]
1071376 |GGCCGACUUGUCACGCAUA [1955  [UAUGCGUGACAAGUCGGCC [Rh [1?{;14249]
1081377 [ICUAAGGGUGACAAGAUGA [1956  [UCAUCUUGUCACCCUUAGG [Rh I:::454-14';2]
10[1378 GAGACACAUGGGUGCUAA 1957 |[UUAGCACCCAUGUGUCUCA [Rh,D,Ry, -l[:;gzilssu]
1101379  |GGGUGGAAAAACAGACCGA [1958  [UCGGUCUGUUUUUCCACCC - '?}gﬁmm]
[ITi[1380  |GOUGGAGGUGACCCAUGAA [1959  |UUCAUGGGUCACCUCCACC [Rh,RtM [31?;?“??]_
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112[1381  |[CUUUGACCAGGACAUCUAA  [1960 UUﬁGAﬂGUC;UGGUCAA&G RhRt |1 31;4-1 342]
113[1382 - IGAACAUGAGCCUUUGUUGA |1961 - [UCAACAAAGGCUCAUGUUC [Rh Ezuu-zlzs]
14)1383  JAGCCUUGGAUACUCCAUGA 1962  |UCAUGGAGUAUCCAAGGCU|Rh g E‘]‘Tr 595]
1151384  |[GGAGGUGACCCAUGACCUA 1963  [UAGGUCAUGGGUCACCUCC [Rh,Rt,M [:[:g:ilﬂﬂ]
116]1385  |[AGAUCAAGCCUGCCUCAAA [1964  |[UUUGAGGCAGGCUUGAUCU(RD F;E:Eﬁl 780]
1171386  [GCCCAAGGGUGUGGUGGAA 1965  |UUCCACCACACCOCUUGGGC JRbD ?1?:?-1165]
[118[1387 [AGAACAAGGCCGACUUGUA [1966  |[UACAAGUCGGCCUUGUUCU [Rh ﬁ§4-1242]
1 9 1388  IGUGGCUUCAUGGUGACUCA  [1967  |UGAGUCACCAUGAAGCCAC Eg-mﬂ
1201389  |[CUCCUGAGACACAUGGGUA 11968 |UACCCAUGUGUCUCAGGAGI|D g iL?TEﬁ 1546]
1211390  [CAGCCUUGGAUACUCCAUA |1069  |UAUGGAGUAUCCAAGGCUG|Rh- g ! 5‘71%1 594]
122[139]  |AAGGCUCCUGAGACACAUA (1970 . |UAUGUGUCUCAGGAGCCUU|D E;;:q-!éaz]
1231392 |AGAAGAAGGCUGUUGCCAA [1971 UUGGCAACAGCCUUCUUCU |Rt [ |E;1 140]
124[1393  |CUACUACGACGACGAGAAA  [1972  [UUUCUCGUCGUCGUAGUAG[Rb ::;61-9?9]
1251394  JCCUUUGUUGCUAUCAAUCA [1973  |[UGAUUGAUAGCAACAAAGG|RA ;Ilul:g-z' 137]
126[1395  |AGGCAGUGGAGAACAUCCA 1974 |UGGAUGUUCUCCACUGCCU |Rh ;Ifiﬁazl
127]1306  |CCAUCACGUGGAGCCUCUA (1975 |[UAGAGGCUCCACGUGAUGG [Rh ﬁEﬁ-!ﬁﬁJ]
128[1397  |AGCUCUCCAGCCUCAUCAA (1976 |UUGAUGAGGCUGGAGAGCU E;'IEP.RI, ['_Igli: 7-1035]
125]1308  |GGCUCCCUGCUAUUCAUUA 1977 [UAAUGAAUAGCAGGGAGCC D ,g;il-idag]
1301309 [GOGAACAUGAGCCUUUGUA [1978  |UACAAAGGCUCAUGUUCCC [Rh gz Tﬁ‘iﬂm
131]1400  |GGGCCAUAGUCAUUCUGCA [1979  [UGCAGAAUGACUAUGGCCC I[3 ! Eﬁri 1746]
1321401 [CCAAAGAGCAGCUGAAGAA  [1980 TUCUUCAGCUGCUCUUUGG |RB,Rb,P Egﬁﬁ-um]
1331402  |GACGAGAAGGAAAAGCUGA [1981 UCAGCUUUUCCUUCUCGUC Rk _ [9;11: -989]
1341403 JOGGCUUCUGGGCAGACUCA 1982  |UGAGUCUGCCCAGAAGCCC [Rh 52-3}0;{2013]
1351404  [CAAGGACCAGGCAGUGGAA [1983  |UUCCACUGCCUGGUCCUUG |Rh 5132414]
1361405  [CUGUGAGACCAAAUUGAGA [1984  |[UCUCAAUUUGGUCUCACAG [Rh igﬁ_ll ;13331
1371406 JGACUGAGGCCAUUGACAAA [1985  [UUUGUCAAUGGCCUCAGUC |Rh g@_?—lézs]
138[1407 GACUUGUCACGCAUGUCAA 1986 |UUGACAUGCGUGACAAGUC[Rh .352{:;5-1253]
1391408  [GAGGUGAGGUACCAGCCUA (1987  |[UAGGCUGGUACCUCACCUC g ! S;tlssz_]
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CAGAUACCAUGAUGCUGAA

140(1409 1988  JUUCAGCAUCAUGGUAUCUG]Rh [1681-1699)
T4l[1a10  JAGGCAAGAAGGACCUGUAA [1989  |UUACAGGUCCUUCUUGCCU [Rh,D E;EEL 270]
1alalT CUGGGAUGAGAAAUUCCAA 1990  [UUGGAAUUUCUCAUCCEAG [Rh 836574
51 AGGUACCAGOCUUGOAUAA 1991 [OUAUCCAAGGCUGGUACCU R [1570-15%8
144]1413  |CAGCCAGCCCUCUUCUGAA  [1992  |UUCAGAAGAGGGCUGGCUG| (1843-1551]
1451414  |GUGUCAUGAUGAUGCACCA [1993  |UGGUGCAUCAUCAUGACAC [Rh [527-545)
146 1.41 5  |CCUCUACAACUACUACGAA 1994 EUCGUAGUAGUUGUAGAG RbD ([:9:512:-9?0]
1471416 CCOCCGAGOUGAAGAAACA 1995  |UGUUUCUUCACCUCGGCGG |Rh g;.?mu]
[[@8]1a17  [GCUAUCAAUCCAAGAACUA 1996  |UAGUUCUUGGAUUGAUAGCIRE (2127:2145]
1491418 |AGCCUGCCUCAAUCAGUAA 1997  |UUACUGAUUGAGGCAGGCU (1768-1786]
1501219 |GGUCCGGCCUAAGGGUGAA  [1998 - [UUCACCCUUAGGCCGGACC [Rh (144714631
151]1420 |GAAGGAAAAGCUGCAAAUA (1999  [UAUUUGCAGCUUUUCCUUC [Rh 2;2-994]
152]142] [GGCCUCUACAACUACUACA 5000 GUAGUAGUUGUAGAGGCCIRb,D  [[950-968]
1531422 IWUUCUUCAAGCCACACT.JA bo0l | [UAGUGUGGCUUGAAGAACA|RK,Rb,D E:;[:;.asm
1541423 IGGCCAAGGCAGUGCUGAGA [P0Q2  |UCUCAGCACUGCCUUGGCC |Rh _gg.na]
15511424 AG&&AUUOCACCACMGAA 2003 UUCUUGﬂGGUGGMUUUCUth §§;—332]
156]1425 ICUGCAGUCCAUCAACGAGA 2004 UCUCGUUGAUGGACUGCAG|Rh Ri,M |[737-755]
1571426  [OGAGCGUGUUCCACGCCAA 2005 [UUGGCGUGGAACACGCUGG 3%5-1293]
158]1427  [GCUCCCUCCUGCUUCUCAA  B006  [UUGAGAAGCAGGAGGGAGC E ;;.iézl
1591428 ICCGGACAGGCCUCUACAAA 2007 LMUGUAGAGGCCUGUECGGIEh.Rh,Rt, [543-561)
1601420 [CCCAUCACGUGGAGCCUCA 008 UGAGGCUCCACGUGAUGGGIRh [1043-1067
1611430 CCOOCCUAAGGGUGACAAA 2009 UUUGUCACCCUUAGGCCGG IRh {Di;i‘{l-lf’fﬁﬂ]
162{1431 CCUAUACCGUGGGUGUCAA 12010 UUGACACCCACGGUAUAGG IRh,D,P "{g&;—933]
1631432 CAGUGGAGAACAUCCUGGA 2011 UCCAGGAUGUUCUCCACUG iR gé;"" 35]
164[1433 CACUGGCGAUGAGAAAUUCA 2012 ﬂGﬁAUWCUChUCﬂCAGUG Rh . [CE;E-E?Z]
165]1434 ATUCCAAAGGCUCCUGAGAA 2013 WCUCAGGAGCCUUUGGATj g‘i_[i]TEEISEJ]
1661435 [UGAGAAAUUCCACCACAAA 2014 UUUGUGGUGGMLIUUCIJCAFi: _ ggf:.s 301
671436 [GGUGGAAAAACAGACCGGA D015 [UCCGGUCUGUUUUUCCACC (1602-1620)
168[1437 GCUGGOCAGCCOACUGUAA 2016 UUACAGUCGGCUGCCCAGC [616-634]
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1691438 ICCAUAGUCAUUCUGCCUGA D017 |UCAGGCAGAAUGACUAUGG g 173 11i 1749]
1701439  |GCACCGOACAGGCCUCUAA [018  |UUAGAGGCCUGUCCGGUGC Ell,Rth, EEQSE]
17111440 GUUGGACACAGAUGGCAAA 12019 UJUGCCAUCUGUGUCCAAC g;?:}‘lnl]
172)i441 GCCUGCCUCAAUCAGUAUA 2020 UAUACUGAUUGAGGCAGGC [!?69};I?E’?}
i73 ]4.42 GAUCAACUUCCGCGACAAA 2021 UUJUGUCGCGGAAGUUGAUC|D %‘E‘IZ?]
174]1443 (GGCCGCAGUGAGGCGGAUA 2022 UAUCCGCCUCACUGCOGCC [3!3?2;930]
175|1444 CUGCGOAGAAGUUGAGCCA 2023 UGGCUCAACUUCUCCGCAG | g.;;-}u]
1761445 GCAUCCAAAGGCUCCUGAA 2024 UUCAGGAGCCUUUGGAUGC - [11517-1535)
17711446 CCUUCUGGGCAGACUCUGA RO2S5 UCAGAGUCUGCCCAGAAGC |Rh E?Eﬂilzlﬂzﬂ}
178 144;.’ CCAQGCCCUCUUCUGACACA 2026 UGUGUCAGAAGAGGGCUGG _[315:1‘% 1864]
179)1 448 OCUCUAUCCCAACCUCUCA 027 EGAGAGGUUGGGAUAGAG Rh g}lﬁ%m%]
18011449 GOACGUGGAGCGCACGGAA 2028 UUCCGUGCGCUCCACGUCC |Rh,Dr [?g;—&l?]
181{1450 CCAAGGCAGUGCUGAGCGA 2029  JUCGCUCAGCACUGCCUUGG |Rh ?507-525}
182(1451 (GCAGAAGAAGGCUGUUGCA 2030 UGCAACAGCCUUCUUCUGT |Ru Egﬂ-lllﬂ]
183[1452 IGACAUUUUGUUGGAGCGUA 2031 UACGCUCCAACAAAAUGUC E::lgragzzm]
184)1453 ICGAGCACUCCAAGAUCAAA D032 UUUGAUCUUGGAGUGCUCG|Rh,D ‘[:?E;-Tl 5]
185(1454 IUCAUGAUGAUGCACCGGAA 2033 UUCCGGUGCAUCAUCAUGA |Rh g;g-wﬂ
1861455 ICCUGCUUCUCAGCGCCUUA 2034 UAAGGCGCUGAGAAGCAGG g;; -259]
187)1456 CCCAACCUCUCCCAACUAA 2035 UUAGUUGGGAGAGGUUGG |Rh 5 ! T395-1913]
18811457 UGGGCAGACUCUGGUCAAA 2036 {L?JIUUGADCAG&GUCUGCCCA g?ﬁlﬂ:&]
1839|1458 CUCUGGUCAAGAAGCAUCA 2037 UGAUGCUUCUUGACCAGAG|Rh [?015-2033]
1901459 GAGCCUCUCGAGCGCCUUA jma UAAGGCGCUCGAGAGGCUC E:EP;?IO'B]
19111460 . JIGAAGGCUGUUGCCAUCUA pP039 UAGAUGGCAACAGCCUUCU (Rt [IEIJJS-I 143]
1921461  JCCCUGCUAGUCAACGCCAA P40 |[UUGGCGUUGACUAGCAGGG|Rh E;Ezuz;sm]
193[1462  |[GCCUUCAGCUUGUACCAGA [041 UCUGGUACAAGCUGAAGGC ggnl:-ags]
194[1463 GCUGCUAACCAAAGAGCAA  [2042 UUGCUCUUUGGUUAGCAGC 30?3- 1096]
1531464 [PCCACAAGCUCUCCAGCCA 1043 |UGGCUGGAGAGCUUGUGGGIRED,P EIEI 71029]
196(1465 IGCUCCCUGCUAUUCAUUGA 2044 UCAAUGAAUAGCAGGGAGC|D [1422-1440]
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1971466  |[GUUCUUCAAAGAUAGGGAA [045  JUUCCCUAUCUUUGAAGAAC 2083-2101)
1981467  JOUCAGCCAGCCCUCUUCUA 046  [VAGAAGAGGGCUGGCUGACIRN [1841-1859]
7531268 |[GCGGOACACCCAAAGEGOA hoa7  [UCCGCUUUGGRUGUCTOGE [11:05-1423]
200]] 469 IWGCGCAGCGCGCUGCAGUA 2048 UACUGCAGCGCGCUGCGCU |Rh,Rt E%-uq]
501(1470  [CCGGAAACUCCACAUCCUA 049 |[UAGGAUGUGGAGUUUCCGG : 3701-1719]
2021471 CCAUUGACAAGAACAAGGA  B0SO UCCUUGUUCUUGUCAAUGG ﬁh,D ?12;1;1-5!?1133]
h03[1472  |GOACAUCUACGGGCGCGAA |05l [UUCGCGCCCGUAGAUGUCC o l[:: ]_;.;3.1351]
2041473 [GACACAUGGGUGCUAUUGA [2052  |[UCAAUAGCACCCAUGUGUC [Rh,Rt,M E 535.1553]
h05|1474  |[CCUGGCACUGCGGAGAAGA 2053 Ucuucucc&cmﬁeccma 017333
706]1a75  IGGGCCUGACUGAGGCCAUA 2054  |UAUGGCCUCAGUCAGGCCC |Rt [1201-1219]
R07]1476  |ACACUGGGAUGAGAAAUUA 2055  |UAAUUUCUCAUCCCAGUGU |Rh g]:};-sn]
h08[1477  IGGUCAGCCAGCCCUCUUCA 2056  |UGAAGAGGGCUGGCUGACC|Rh Ei:ru-msa]
b03[14a78  JGUGAGGCGGAUUGAGAAGA [2057  [UCUUCUCAAUCCGCCUCAC [%%1931]
510]1479  [UCACCUGUGAGACCAAAUA 2058 |[UAUUUGGUCUCACAGGUGA|Rh :1 811-1829)
211)1480  |AGCUGCAAAUCGUGGAGAA 2059  JUUCUCCACGAUUUGCAGCU [Rh E%E‘-Ifﬁuz] '
212|1 481 GGUGCACACAGGAUGGCAA 12060  [UUGCCAUCCUGUGUGCACC [Rh [1495-1513]
p13]1482  [0GGUGUGGUGGAGGUGACA R061  [UGUCACCUCCACCACACCC [RBD E? 1171
214]1 483 OCHGCﬁUUGGAUACUCéﬁA 2062 UUGGAGUAUCCAAGGCUGG|Rh 35?5—] 593)
215[1484  [CCACAAGCUCUCCAGCCUA 2063 |UAGGCUGGAGAGCUUGUGG]RR,D,P [3 1lﬁi|TzFE| 030]
b16[1485  |AAAGGCUCCUGAGACACAA D064  [UUGUGUCUCAGGAGCCUUU ?'11_:3-154”
B171486  IAGGAAAAGCUGCAAAUCGA D065  |[UCGAUUUGCAGCUUUUCCU |Rh %EE;QG]
b18[1487  [COCAGCAGCUCCUGGCACA 2066  [UGUGCCAGGAGCUGCUGCG | ExD
b191488  |[CGUGUCAUGAUGAUGCACA R067  [UGUGCAUCAUCAUGACACC [Rh 26544)
5301489 [CCUCUUCUGACACUAAAAA 2068  [UUUUUAGUGUCAGAAGAG ' (1551-1365]
02114950  |[AGCUAGAAUUCACUCCACA 2069 gaueamuemuucuaecunh (1645-1657) |
h22)1491  |CGCUGGGCGGCAAGGCGAA  R070  |UUCGCCUUGCCGCCCAGCG g;;#gz]
2273|1492  |GGCCUGGCCUUCAGCUUGA 071  |[UCAAGCUGAAGGCCAGGCC (74397
7274|1495 |AGACACAUGGGUGCUAUUA 2072 JUAAUAGCACCCAUGUGUCU [RERLM [(::534-1 552)
h25[1404  IOGUGGGUGUCAUGAUGAUA 2073 |UAUCAUCAUGACACCCACG [Rh [39?:;40]
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226/1495  [GQUGGGUGUCAUGAUGAUGA (74  |[UCAUCAUCAUGACACCCAC [Rh [923-941]
227]1496 . GAGAAGGAGCUCCCAGGAA 2075 CCUGGGAGCUCCUUCUC EEE_E 1999]
22811497  [GACUCUGGUCAAGAAGCAA '2975 UUGCUUCUUGACCAGAGUC [Rh [2013-2031]
229|1498  [CACUAAAACACCUCAGCUA 077 EAGCUGAGGU.GUUUUAGt.J- . [3;;: lFr 1879]
230(1499  |GGAGGCAUCCAAAGGCUCA [2078  [UGAGCCUUUGGAUGCCUCC [3;;}"3[;-‘1531 ]
23111500  [GACCCAGCUCAGUGAGCUA  [2079 UAGCUCACUGAGCUGGGUC E;w
232(1501 OCAUGACCUQCAGAMCJM 2080 UUGUUUCUGCAGGUCAUGG Rb,Ri,M [Ol 11‘ ;’-1-1 189]
2331502 IAGAUGCAGAAGAAGGCUGA  [2081 UCAGCCUUCUUCUGCAUCU |Rb,R,M [(1116-1134]
234 15[]3 CAGCMGCAGCACUACMA 2082 GUUGUAGUGCUGCUUGCUG Rh,D g%z-ﬁw]
235]1504  [CAAGCUCUCCAGCCUCAUA 2083  JUAUGAGGCUGGAGAGCUUG|Rh,D,M,P ngs-ma.:]
23611505  [UGCAGAAGAAGGCUGUUGA [p84  [UCAACAGCCUUCUUCUGCA [Rt 81?9-1 137)
2371506  |GGCGCGAGGAGCUGCGCAA 2085 2 [UUGCGCAGCUCCUCGCGCC |Rh,D,M 8254-1351]
238[1507  [GGUACCAGCCUUGGAUACA 2086 UGUAUCCAAGGCUGGUACC|Rh [C;i‘};]-ljﬁ!i]
2391508  |GCAGCCGACUGUACGGACA 2087  [UGUCCGUACAGUCGGCUGC 3523}239]
240(1509 CAGECUCAUC&UCCUCAUAl 2088 gAUﬂAGGaUGaUGAGG{:U Rh,D,Rt, Egﬁmmzl_
R4111510  [GCCACCGCCUUUGAGUUGA D089 UCAACUCAAAGGCGGUGGC :ih l[:; ;;1:9-1311?]
2421511 AGAAGGACCUGUACCUGGA 090  [UCCAGGUACAGGUCCUUCU [Rh,D 3257-1275]
243[1512  |[GGUGAAGAAACCUGCAGCA  [2091 UGCUGCAGGUUUCUUCACC [Rh ;E-z-m]
24411513 GUACCUUCUC,{LCCﬁGUGAA 2092 UUCACAGGUGAGAAGGUACIRh I[E;sma-_] 821}
245[1514  |GGCCAAGGACCAGGCAGUA [2093  |UACUGCCUGGUCCUUGGCC [Rh EEJ;:I]
246]1515  JGGCGGCAAGGCGACCACGA 094 |UCGUGGUCGCCUUGCCGCC [4 ;249?]
247]1516  |AGCACUCCAAGAUCAACUA [p095  |UAGUUGAUCUUGGAGUGCU|RHD '[:i)sgq-:r 17]
24811517  JAUAUUUAUAGCCAGGUACA 2096  [UGUACCUGGCUAUAAAUAU(RK EE‘S;{IBWJ
24901518 JGGCAGCCGACUGUACGGAA  [2097 UUCC(I}UACAGUCGGCUGCC {és;gasas]
2s0l1519  [GU CACGCAUGUCAGGCAAA 2098 |UUUGCCUGACAUGCGUGAC |Rh,D [l ;;oi 1258]
251 1510 IGACAGGCCUCUACAACUAA  [2090 UUAGUUGUAGAGGCCUGUCIRh,Rb,Rt, ;}946-964]
2521521 GAUGCAGAAGAAGGCUGUA 2100 |UACAGCCUUCUUCUGCAUC l:h,Rr,M Ezz?.ujs]
253]1522  |JACCCAUGACCUGCAGAAAA [2101 [1169-1187]

ORF
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P54f1523  [GGCUUCAUGGUGACUCGGA R102  JUCCGAGUCACCAUGAAGCC [Rh (895914
bss[1s24  JUGCCUCAAUCAGUAUUCAA 103 TUGAAUACUGAUUGAGGCA (1772 790)
ps6[1525  |QUUCUUCAAGCCACACUGA D104  |UCAGUGUGGCUUGAAGAACIRERD,D (341-555)
257[1526 ACUCCAAGAUCAACUUCCA 2105 EGGAAGUUGAUCUUGGAG Iﬁ,n,m, gg;-un]
2531527 CUGUUCUACGCCOACCAR 5106 |UUGGUCGGCGUAGAACAGCIRE Ig 369-1387)
h59(1528  [UAGUCAACGCCAUGUUCUA R107  [UAGAACAUGGCGUUGACUA[RD I{[)szs-sr;s]
b60]1529 CIIGUGU-GCCUGAGCGGACA l b108  [UGUCCGCUCAGGCACACGG |Rh E}E.‘Elﬁdij
261[1530  |AGGCCUCUACAACUACUAA R 109 UUAGUAGUUGUAGAGGccughgzb,D, ég.ﬂs?]
b62[1531  |GCUUCAUGGUGACUCGGUA 2110 TUACCGAGUCACCAUGARGE R;'- E;;.alﬁ] '
D63[1532  |GGUCAAGAAGCAUCGUGUA D111 [UACACGAUGCUUCUUGACC [Rh |323!r 52037)
p64(1533 [CUGCGAGCACUCCAAGAUA D112 [UAUCUUGGAGUGCUCGCAGIRAD — [1694-712)
.

2651534 |[GUCCUAUACCGUGGGUGUA R113  |UACACCCACGQUAUAGGAC [Rh O13931)
h66(1535  |[GGCCUGACUGAGGCCAUUA D14  |[UAAUGGCCUCAGUCAGGCC [Rh (1202-1220]
67(1536 CACUCCAAGAUC.AACUUCA D115 [UGAAGUUGAUCUUGGAGU [Rh,D,Rt, E'I;iﬂg]_
0681537 IGCGUCGCAGGCCAAGACAA 2116 SUGoaruedocuoccinmc M Igal;:;.m]
26911538 |AAGGGUGACAAGAUGCGAA D117 UUCGCAUCUUGUCACCCUU [RuD— [[1457-1475)
270]1539 CAAGéUGwcuaCGCCGAA bl118  |UUCGGCGUAGAACAGCUUG|RD ﬁ?gﬁ'-lam]
2T11540 l CCUGCUAGUCAACGCCAUA 2119 UAUGGCGUUGACUAGCAGG|Rh ?ﬂg—ﬂd&]
b72]1sa1  [CCAAGGGUGUGGUGGAGGA [120  [UCCUCCACCACACCCUUGG [Rh.D § !1{;94 6]
B73(1542  ICACACAGGAUGGCAGGAGA 121  |UCUCCUGCCAUCCUGUGUG [Rh [g!ﬁs;ism
174{1543. uccucaﬁnmcmﬁﬁﬁﬂm b122 Ucncqc.a.usuaucﬂcmm D,Rt,M Igl 525-1547)
731544 [CUACAACUACUACGACGAA 1235 [JUCGUCGUAGUAGUUGUAGIRD (5555731 '
2761545 |GACAAGAUGCGAGACGAGA [2124  [UCUCGUCUCGCAUCUUGUC [Rh.Re g ;ga-msl]
271[1546  [COUGGAAGCUGGGCAGOCA [2125  |[UGGCUGCCCAGCUUCCAGG gggéz?]
B78]1547  ICUUCAAGCCACACUGGGAA 2126  JUUCCCAGUGUGGCUUGAAG [Rb,Rb,D g;;-asz]
7791548 |OCOAGACGAGUUAUAGGOA PB127  [UCCCUAUAACUCGUCUCGC [Rh |[|4?|-1_4391

o ORF+3UTR
280(1549  JOAAGCUGGGCAGCCGACUA 128  [UAGUCGGCUGCCCAGCUUC | g 361
281[1550  [GUGCCUGAGCGGACCUUCA D129  |[UGAAGGUCCGCUCAGGCAC [Rh I[;S-zri] 647)
282[1551  |GGUGACCCAUGACCUGCAA 130 TUGCAGGUCAUGGGUCACCRB.RIM [1165.1183]
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ORF
b83[1552  |AUGAGCCUUUGUUGCUAUA R131  |UAUAGCAACAAAGGCUCAU R 2114713
F8al1353  [CAACUACUACGACGACGAA B132  [UUCGUCGUCGUAGUAGUUGIRS (958-976]
28511554 GCUGCGCUCACUCAGCAAA 2133 UUUGCUGAGUGAGCGCAGC|RE ’ Fsi—ssg]
b86[1555  [GAGAACAUCCUGGUGUCAA p134  |UUGACACCAGGAUGUUCUC 321-4401
2087|1556  [CCCAAGCUGUUCUACGCCA 135 |[UGGCGUAGAACAGCUUGGG|RE 3254-1332]
2881557 CAGCU'GUAUGC(:AACCUC.& 7136 . [UGAGGUUGGGAUAGAGCU _ ;ugril 904]
2891558 [UGAGCUUCGCUGAUGACUA 2137 'gnﬁucaﬁcmcmmcucz\ Rh .IEE'IE:-_EEG]
2501359 [CCCAAGGCGGCCACGOUUA 138 [UAAGCGUGGOCGCCUUGEG R '3'4 1359]
7911560  |CUAUACCGUGGGUGUCAUA R139  [UAUGACACCCACGGUAUAG |Rh 'gﬁ:gu]
59711561 [CAUUGACAAGAACAAGGCA 12140 Uaccuuéuucuuduqmut}_ Rh,D ﬁgﬁ-l 234]
79301562 [DGACCCAGCUCAGUGAGCA R1a1  [UGCUCACUGAGCUGGGUCT 5;35.45531-
h94[1563 .GACGACGAGAAGGMAA(.]A b142 UCUUUL}CCUUCUCGUCGUC Rb gﬁ—gsﬁ]
951564 [GCGGCAAGGCGACCACGGA Ri43  [UCCGUGGUCGCCUUGCOGE 3?5.49;31 '
296(1565  [GGGACACCCAAAGCGGCUA 144 |UAGCCGCUUUGGGUGUCCC SE‘M 4125)
5971566 GGGAGGUGAGGUACCAGCA 2145 [UOCUGGUACCUCACCUCCC E ag-r:;mad]
osilise7  [GCAGCACUACAACUGCGAA 146 [UUCGCAGUUGUAGUGCUGCIRND 682700
2951568 [GCGCAACGUGACCUGGAAA 2147  [UUUCCAGGUCACGUUGCGC [M ?593-6]6]
3001569 IGGGCUGGOCCUGACUGAGA B148  [UCUCAGUCAGGCCCAGOCE EE&-M 14]
3011570  [CCUGAGCGGACCUUCCCAA [R149  |UUGGGAAGGUCCGCUCAGG|Rh E:sn-msu]
011571 IGCAGCUGAAGAUCUGGAUA [150  |UAUCCAGAUCUUCAGCUGC [Rb,D ?IE:; Ty
h03[1572- mummmcauccﬁqcm 151 |UACCAGGAUGUUCUCCACU [Rh 3?:436]
3041573 [GCAAGCAGCACUACAACUA R152  |UAGUUGUAGUGCUGCUUGCRED ‘[:;Ewa']

031574 |AGCUCAGUGAGCUUCGCUA 153 [UAGCGAAGCUCACUGAGCU E;s;ll: 659]
306]1575  [CCGACUUGUCACGCAUGUA [154  [UACAUGCGUGACAAGUCGGIRh [1233-1251]
3071576 |[CCGAGGUCACCAAGGACGA 155  [UCGUCCUUGGUGACCUCGG [Rh,D [(;E-BM]
B08[1577  |GGAGCCUCUCGAGCGCCUA  R156  |VAGGCGCUCGAGAGGCUCC ﬁluus;miu?z]
031578 JGOCCaCOCAGACCAGCGAA bis7  [0UCOOUGAUCTGCGC0GCE 1[:;[5;;-??5] .
(10[1579  |GGAAACUCCACAUCCUGUA R158  [UACAGGAUGUGGAGUUUCC|RK Eﬁ] ?1|1.
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3111580 [CAAAGCGGCUCCCUGCUAA 2159 AGCAGGGAGCCGCUUUG 14151433]
3121581 [GCUCCUGAGACACAUGGGA 160  JUCCCAUGUGUCUCAGGAGC [D Eﬂr?ﬁ 1545]
i3lis32  [CUGGGCCAUAGUCAUUCA D161 UGAAUGACUAUGGCCCAGG [}Ezs-l 743]
G14)1583  [COUGGAGCCUCUCGAGCGA 162  [UCGCUCGAGAGGCUCCACG flg;-r lR-mﬁa ]
Tosss  |CCUCCUGCUUCUCAGCGCA 1163 [UGCGCUGAGAAGCAGGAGG 333-255}
316[1585  |AGUCCCAGAUCAAGCCUGA 2164  [UCAGGCUUGAUCUGGGACU [Rh 31;1;“ 774]
7ls86  [IACCOUGGGUGUCAUGAUA 165  [UAUCAUGACACCCACGGUA[RE ;91;: Ez 7
318|1587 IGCCAGOCCUCUUCUGACAA 2166 UUIGUCAGAAGAGGGCUGGC El::['-i] 3_63]
31911588 CCGAGGUGAAGAAACCUGA P[ﬁ? UCAGGUUUCUUCACCUCGG Rh, Rt EE;JU:’#] N
1201589 [UCCUGGCACUGCGGAGAAA D168  [UUUCUCCGCAGUGCCAGGA 3 112-334]
771590 [CCCOGAAACUCCACAUCCA big9  [UGOAUGUGGAGUUUCCGGG E 700-1718)
32211501 |ACUCUGGUCAAGAAGCAUA P170  |UAUGCUUCUUGACCAGAGU Rh [?0?4—2032] .
3231592 CCCAGAUACCAUGAUGCUA 2171 UAGCAUCAUGGUAUCUGGG IRh E'IE;:I &697]
3241593 CCUGAGACACAUGGGUGCA 172 [UGCACCCAUGUGUCUCAGG [DREM g 1530-1548]
3251504 GCACUACAACUGCGAGCAA 2173 UUGCUCGCAGUUGUAGUGC th,[} EE;UZ]
3261 595 ICCACAAGAUGGUGGACAAA P174 UUUGUCCACCAUCULGUGG g]!.:,Rb,M. E[::—EQZ]
B27[1596  IGGACACAGAUGGCAACCCA . P175  |UGGGUUGCCAUCUGUGUCC [1306-1324]
h28[1597  IGAAAAGCUGCUAACCAAAA D176  [UUUUGGUUAGCAGCUUUUC Eﬁ:}wg 1
3791598 |ACUACAACUGCGAGCACUA 177  |UAGUGCUCGCAGUUGUAGU|RR,D [%.105]_
h30[1599  |[GCACUCCAAGAUCAACUUA 178 [UAAGUUGAUCUUGGAGUGC|Rh,D E;g:r 15
331600 IGOCUUGAARAGCUGCUAAA 179 |UUUAGCAGCUUUUCAAGGT [13;3-1086]
2601 GUGACUCGGUCCUAUACCA 180 UGGUATUAGGACCGAGUCAC|Rh ’ !::05:1(;;-923]
33311602 GUGGUGOAGGUGACCCAUA  P181 UAUGGGUCACCUCCACCAC :Ih,RE,Rt, [1 1'57—] 175]
334)1603  |AUGCGAGACGAGUUAUAGA D182  JUCUAUAACUCGUCUCGCAU |Rh 3’:5_9-143?]

) ORF+3UTR
333[l604  \CCUUCCCAGCUAGAAUUA D183 |UAAUUCUAGCUGGGAAGGUIRR — [(1641-1659]
13361605 CCCAGCUAGAAWC&CUC-‘\ 2184 UGAGUGAAUUCUAGCUGGGIRR - 5]!3}!;-‘1 a64]
5371606 IGGUCACCAAGGACGUGGAA h18s  |UUCCACGUCCUUGGUGACC [RhD  [[790-808]
R38{1607  IGOCCUCAGGGUGCACACAA b186  |UUGUGUGCACCCUGAGGCC l[:;l:-:?-] 505]
3391608 [UGAGGUACCAGCCUUGGAA B187  [UUCCAAGGCUGGUACCUCA |Rh ?lg:;:l 586]
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YUTR
340(1609  [CAUGGUGACUCGGUCCUAA  [2188  [UUAGGACCGAGUCACCAUG [Rh gg};gw]
141]1610  [GGUGAGGUACCAGCCUUGA 2189 UCMGGCUGGUACCUCACC Rh [1566-1584)
Ba2lig11 GCCGAGGUGAAGAAACCUA 2190  [UAGGUUUCUUCACCUCGGC [Rh,Rt [Sz%];uz]
34316 13_ GUACGGACCCAGCUCAGUA 2191 UACUGAGCUGGGUCCGUAC Ef:; -649] .
3441613 CAAGAAGGACCUGUACCUA 2192 UAGGUACAGGUCCUUCUUG|Rh,D.M 1 E;s-lz’;'}]
3451614 GAGCACUCCAAGAUCAACA 193 UGUUGAUCUUGGAGUGCUC|Rh,D [C:iQB-‘.FIﬁ]
3146|1615 CAUGUUCUUCAAGCCACAA 2194 . UUGUGGCUUGAAGAACAUG|RD,Rb,D [C;I::-Eﬁ]
3471616 cccuccuecwcudﬁcea b195  [UCGCUGAGAAGCAGGAGGG [C;l;l;-z.ssl
148]1617  |JAUGUCAGGCAAGAAGGACA 12196 JGUCCUUCUUGCCUGACAT [RiD ﬁzv-nzﬁsj
349]1618  |CAAGAUCAACUUCCGCGAA 197  |[UUCGCGGAAGUUGAUCUUGD E?gg—?u]
1501619 chucmucmmcmccen 198  [UCGGUGGCGUGGAACACGC [1&;&-12%]
351 1620 [CGGACCCAGCUCAGUGAGA [2199  |UCUCACUGAGCUGGGUCCG ;34-5521
352/1621 CCUUCAGCUUGUACCAGGA P200  |[UCCUGGUACAAGCUGAAGG| E]EE—?-E?]
3531622 IGCUCUCCAGCCUCAUCAUA 2201 “[UAUGAUGAGGCUGGAGAGC Rhi>D.Rt. [1018-1036]
154]]1 623 CCCUGGCCCACAAGCUCUA 202  [UAGAGCUUGUGGGCCAGGG ;11;,11,? gﬁgs-mz 3]
pS5[1624  [GCCOGAGGUCACCAAGGAA [203  [UUCCUUGGUGACCUCGGGC [RhD - giianzj
3561 625 auﬂcaamcauccusﬁuéa 5304 [UCACCAGGAUGUUCUCCAC [Rh 'Eﬁim
35711626  [GCUCACUCAGCAACUCCAA . 2205  [VUGGAGUUGCUGAGUGAGCRh ESE—S%J
158[1627  [ACGCCAUGUUCUUCAAGCA 206  |UGCUUGAAGAACAUGGCGU|RhRLP |[834-852)
15001 628 ACACAUGGGUGCUAUUGGA 2207 UCCAAUAGCACCCAUGUGU [Rh _E%ﬁ.jssﬂ
360[1629  [CCAGCUCAGUGAGCUUCGA [2208 ﬂcmmcumcuemcu&ﬁ [%;-‘%5?]
36101630 ICCCAGCUCAGUGAGCUUCA 209 [UGAAGCUCACUGAGCUGGG Es;;-ésq
3621631 [GGGCGGCAAGGCGACCACA 210 [UGUGGUCGCCUUGCCGCCT 475056
3631632 CAGOGUGCACACAGGAUGA 211 UCAUCCUGUGUGCACCCUG g{;?r?; 1510]
164[1633  |[AGGUGAAGAAACCUGCAGA P212  |[UCUGCAGGUUUCUUCACCU [RE _ gg;-mﬁl
65[1634  [CCUCUCCCAACUAUAAAAA 2213 EUUUUAUAGUUGGGAGAG Rb gfl;j?rn-ma]
166[1635  [GACUGUACGGACCCAGCUA [2214  |UAGCUGGGUCCGUACAGUC E&;—iﬁ]
367]1636  IGAAGGAGCUCCCAGGAGGA R215  [UCCUCCUGGGAGCUCCUUC g ! Sgﬁimm ]
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368[1637  |JACGCAUGUCAGGCAAGAAA 2216  |UUUCUUGCCUGACAUGCGU [Rh,D g ;;34 261]
369]1638  [GACUCGGUCCUAUACCGUA  [22]17  [UACGGUAUAGGACCGAGUC [Rh gg;.azi]
3701639 EACUACARCUGOGAGCACA 218 [UGUGCUCGCAGUUGUAGUGIRhD  |[686-704]
3171|1640 AGCUCCUGGCACUGCGGAA 2219- UUCCGCAGUGCCAGGAGCU EE-HI]
5?2 1641 CUAAGGGUGACAAGAUGCA 2220 UGCAUCUUGUCACCCUUAG [Rh 13455-1 473]
373[1642 UGUGAGACCAAAWGAGCA 2221 UGCUCAAUUUGGUCUCACA EI:%I 834]
374|1643 GCCGACUUGUCACGCAUGA [22272 UCAUGCGUGACAAGUCGGC [Rh [1L2I;l:2-1250]
1751644  |[CAGGAUGGCAGGAGGCAUA [223  JUAUGCCUCCUGCCAUCCUG lr:;l.:ga-l 521)
376[1645  |A\CAAGAACAAGGCCGACUA 224 UAGUCGGCCUUGUUCUUGU|RN E[é;:ﬁ 1239)
3771646  JUGCGCUCCCUCCUGCUUCA [225° |UGAAGCAGGAGGGAGCGCA [231-249]
378[1647  |[GGCGAGCUGCUGCGCUCAA D226  JUUGAGCGCAGCAGCUCGCC [Rh Eg.js.]
37911 648 GAUGCACCGGACAGGCCUA 2227 UAGGCCUGUCCGGUGCAUC .Rb,Rt, E;E;:-S‘SS]
380{1649  [CGUGUCGCUGGGCGOCAAA 2228  |UUUGCCGCCCAGCGACACG = EEM“I
131 155-0 AUCCCAACCUCUCCCAACA  [2229 SGUUGGGAGAGGLHJGGGA Rh [; B?IEIN 1]
332[1651 UGUUCUACGCCGACCACCA 2230  |[UGGUGGUCGGCGUAGAACA[RD QE? -1389)
383]1652 CGGCCUGGCCU.UC:RGCUUA 2231 UAAGCUGAAGGCCAGGCCG [3;13::39 1]
18411653 FiUCGCAﬂGCCP.AGIGCAGUﬁ 2232  |UACUGCCUUGGCCUGCGAC ggié 17]
B8sj1654  JAGUCAUUCUGCCUGCCCUA  [2233 UAGGGCAGGCAGAAUGACU 5}#35- 1753]
386[1655  [CCCAGAAUGACCUGGCCGA (234  |UCGGCCAGGUCAUUCUGGG [!L;I;: 1967]
387|1656  [ACAAGAUGGUGGACAACCA 235  |[UGGUUGUCCACCAUCUUGU Eh,Rb,M, ?BEE:.:N]
128(1657 | GCUAGUCAACGOCAUGUU& 2236 UAACAUGGCGUUGACUAGC |Rb ;;;—M] '
389]1 658 ACGCCACCGCCUUUGAGUA 2237 UACUCAAAGGCGGUGGCGU|RR E] Fi:.?-'l 305)
190[1659  JOCCGCGCAGACCACCOACA [R238  |UGUCGGUGGUCUGCGCGGC ' E;g-wsj :
191 ‘;[ﬁﬁﬂ. GCUAUUCAUUGGGCGCCUA 2239 |UAGGCGCCCAAUGAAUAGC D [1429-1447)
392[1661 CUCAGUGAGCUUCGCUGAA  [224(0  |UUCAGCGAAGCUCACUGAG :25.6'6 1]
3931662 GGAGGUGAGGUACCAGCM 2241 - UGGCUGGUAOCUCACCUCC _;5;3;1531]
194[1663  |OCCAAGGCAGUGCUGAGCA 1242  [UGCUCAGCACUGCCUUGGC |Rh {1506-524)
395[1664  [CUCUCCAGCCUCAUCAUCA 1243 HGAUGAUGMGCUGGAGA :dh,pn,m, SE}IM?]
1961665 TGAAUGACCUGGCCGCAGUA h244  |UACUGCGGCCAGGUCAUUC] '3953-19?1 ]
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IUTR
39711666  [UGGUGACUCGGUCCUAUAA  [2245 UUAUAGGACCGAGUCACCA [Rh [93;—911]
398[1667  [CAGGUACCUUCUCACCUGA [2246  |[UCAGGUGAGAAGGUACCUG|Rh {[:;SE:I{EJ 818)
991668  [GUUCCACGCCACCGCCUUA 2247  [UAAGGCGGUGGCGUGGAACID E;E%}l 300)
400]1669  ICCGACUGUACGGACCCAGA [224%  [UCUGGGUCCGUACAGUCGG [5;15:-543]
401]1670  [GCAGACCACCGACGGCAAA  [2249 UUUGCCGUCGGUGGUCUGT D,Rt Eﬁ:«-?m]
4021671  |AAGAUGCGAGACGAGUUAA [2250  [UUAACUCGUCUCGCAUCUU [Rh SE&MM]
u03l1672  [CAAAGAGCAGCUGAAGAUA 251 UAUCUUCAGCUGCUCUUUG [Rh Eg?--l 105)
M04]1673  ACGACGAGAAGGAAAAGCA [2252  [UGCUUUUCCUUCUCGUCGU |Rh [969-987]
H0s[1674  |[CACUCCACUUGGACAUGGA [2251  |UCCAUGUCCAAGUGGAGUG|Rh Eiﬁ:ﬁ:il 677)
406(1 675 AGUCCAﬁCAAF:G&GUGG}A 2254  [UCCCACUCGUUGAUGGACU [Rh,Rt,M _ E;‘Ell?-?iﬁr]
4071676  IGCGCCGGCCUGGCCUUCAA  [2255 UUGAAGGCCAGGCCGGCGC [Rh |369-387]
4081677 GGAAAAGCUGCAAAUCGUA  [2256 UACGAUU.UGChGCUUUUCC Rh ([:;E};-BP?]
1091678 |ACAUUUUGUUGGAGCGUGA 2257  [UCACGCUCCAACAAAAUGU E?x%zzuz]
1101679 IACCGUGGCUUCAUGGUGAA 258  |UUCACCAUGAAGCCACGGU |RiRGM E:?E}-Sﬁg]
411[1680  [CCCUUCAUCUUCCUAGUGA [P259  [UCACUAGGAAGAUGAAGGG ' [1388-1406]
412]1681 GAAAUUCCACCACAAGAUA 260  [UAUCUUGUGGUGGAAUUUCIRE - gg-as;a]
4131682  [CUAUAAAACUAGGUGCUGA [2261  [UCAGCACCUAGUUUUAUAG Rh Eﬁfﬂ-w:ﬁ 1
W14[1683  [GGAGGUGCACGCCGGCCUA 2262  [UAGGCCGGCGUGCACCUCC ?;:Esz]
4151684  [GCAGGCCAAGGCAGUGCUA [2263  [UAGCACUGCCUUGGCCUGC gg-é 20)
4161685  UGAGACCAAAUUGAGCUAA 264  [UUAGCUCAAUUUGGUCUCA Rh EI:II;FElBSE]
#17]1686  [GCCAUAGUCAUUCUGCCUA 2265 mGGCAGMUGACUAuaG{f - [;;31]-1?45]
1181687  JAGCUGAAGAUCUGGAUGGA ]2266 UCCAUCCAGAUCUUCAGCU [Rb,D ([}E%si 113]
[19]i688  ICCAUCUCCUUGCCCAAGGA 267  [UCCUUGGGCAAGGAGAUGGIRE E ;;?—1 155)
120[1689  ICCCAGAUCAAGCCUGCCUA 268  [UAGGCAGGCUUGAUCUGGGRL 5 ! 7;1_951 7771
42111650 CCUGUUGOCAUCUCCUUGA pP269  [UCAAGGAGAUGGCAACAGC gzz;u-l 148]
1221691  [CGAGGUCACCAAGGACGUA h270  [UACGUCCUUGGUGACCUCG [Rh,D gaT:a-:}SJ
423]1692  [CAACUAUAAAACUAGGUGA [271 UCACCUAGUUUUAUAGUUG|RR [}1;%;1925]
424]] 693 GAAGGCUGUUGCCAUCUCA [p272 [UGAGAUGGCAACAGCCUUC Rt ;121;:6-1 144]




ES 2 689 696 T3

42501694 UGCGGAGAAGUUGAGCCCA 12273 UGGGCUCAACUUCUCCGCA Eﬁ;&ﬂ]
426]1 595 CUCCUUGCCCAAGGGUGUA 2274 UACACCCUUGGGCAAGGAG [Rh E:Flt?—'l 159]
42711 696 GCCCUGAMGUCCCAGAUA 2275 UAUCUGGGACUUUCAGGGC Eﬂﬁ;l?ﬁﬁ]
4281 657 CAAGGGUGUGGUGGAGGUA 2276 UACCUCCACCACACCCUUG |Rh,D 1 I1{;::1-1 168]
2911 698 MGAGCAGCUGAAGAUCUA- 12277 UAGAUCUUCAGCUGCUCUU |Rh nggﬂ—l 107 |
43001 699 GAAGAUGCAGAAGAAGGCA 2278 UGCCUUCUUCUGCAUCUUC [Rh,Rb Rt 1 I]{!F 4-1132:]'
43111700 ICGGAAACUCCACAUCCUGA 2279 UCAGGAUGUGGAGUWCCG [‘1 702-1720]
43211701 AGUCAACGCCAUGUUCUUA 2280 UAAGAACAUGGCGUUGACU|RR 3;2:;?:-24?]
4331702 ICGAGCGCCUUGAAAAGCUA 281 UAGCUUUUCAAGGCGCUCG ) [13;&-1031]
434]1 703 AUACCGUGGGUGUCAUGAA 2872 UUCAUGACACCCACGGUAU Rh l[:;1:3-92.15.]
43501704 . GACCUGGGCCAUAGUCAUA 283 UAﬁGACUAﬁGGCCCAGGUC EE?MJ]
43601 705 CAUGUCAGGCAAGAAGGAA [2284 UUCCUUCUUGCCUGACAUG |[Rh,D ' E ;;6-1254]
437[1 706 UGCGAGACGAGUUAUAGGA 2285 'UCCUAUM&UCGUCUCGCA_ Rh [1470-1488)
. _ ORF+3UTR
43311707 COCAACGUGACCUGOAAGA 2286 UCUUCCAGGUCACGUUGCG [599-617]
439]1 708 ﬂGCAAGCﬁGCACUhCAACh 2287  [UGUUGUAGUGCUGCUUGCU|Rh,D EE—GQS]
440(1 709 GCUGCUGCGCUCACUCAGA 2288 IUCUGAGUGAGCGCAGCAGC |Rh [53;!;—536]
441{1710 UGAUGAUGCACCGGACAGA zigg UCUGT._ICCGGUGCAUC.«U-::A |rh Eﬁ;;—gj 1]
a42[1711 UUGUUGCUAUCAAUCCAAA D290 UUUGGAUUGAUAGCAACAAIRK . [gtﬁzmu]
14311712 ICCUUGAAAAGCUGCUAACA 2201 UGLMAGCAGCUUUUCMGG E;Egg- 1087]
4441713 CCCUUUGACCAGOQACAUCA  [22972 UGAUGUCCUGGUCM&GGGth,Rt [1322-1340] .
44511714 GAGGUGAAGAAACCUGCAA  [2293 UUGCAGGUUUCUUCACCUC |R.h ?235-305]
446(1715 CCCAAGGGUGUGGUGGAGA 2294 UCUCCACCACACCCUUGGG IRh,D : ﬁ l|t1=t:s;-| 166)
ha7)1716  [CCCUGCUAUUCAUUGGGCA 2295  [UGCCCAAUGAAUAGCAGGG(D [1 ;i:: 5-1443)
14811717 CUGAMGUCC{::AGAUCMA 2306 UUUGAUCUGGGACUUUCAG }::a;jr ]F:] 769]
44911 718 (IGCUGCAAAUCGUGGAGAUA 229'.';1' UAUCUCCACGAUUUGCAGC |Rh [9:; -1003]
s50[1719 CAAGCCUGCCUCAAUCAGA  [2298 [UCUGAUUGAGGCAGGCUUG|RR E 1‘;% 1784]
45111720 COAGCAGCUGCGCGACGAA ;299 UUCGUCGCGCAGCUGCUCG Eég-su] )
452(1721 hﬂéCCGACUUGUCACGCAA 300  UUGCGUGACAAGUCGGCCU [Rh [1 IZ{BI;'O- 1248]
5311722 GCAGCAGCUCCUGGCACUA 2301 UAGUGCCAGGAGCUGCUGC Eﬂa-lzﬁ]
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ORF
454[1723 GGCCAUAGUCAUUCUGCCA  [2302 UGGCAGAAUGACUAUGGCC g 172 51;1 747]
455(1 724 CCCGUGUGOCUGAG;CUGAA 2303 UUCCGCUCAGGCACACGGG [Rh gmulit-lﬁ@]
456]1 725 CAGCUGAAGAUCUGGAUGA D304 UCAUCCAGA[}_CUUCAGCUG Rh,D [;I;;rﬁl 112]
45711726 CAAGCCACACUGGGAUGAA 305 - WC&UCCCAGUGUGGC@G Rh,Rb ;EE-&&E]
458]1 727 GAAUUCACUCCACUUGGAA  [2306 LMCCAAGUGGAGUGA&UUé Rh ggd-] 672)
459]1 728 ICGGCGCCCUGCUAGUCAAA 2307 L_IUUGAEUAGCA{?_-GGQGCDG' Rh %E-l;ss]
460[1720  JUGGAAGCUGGGCAGCOGAA  [2308 UUCGGCUGCCCAGCUUCCA _ '[;é}-&zg]
461(1730 GGCAAGGCGACCACGGCGA 2309 UCGCCGUGGUCGCCUUGCC Rh [4;%500]
h52 1731 CACUGCGGAGAAGUUGAGA 2310 l:cﬂ(_:AACLUCUCOGCAGUG [3&;—340]
4631732 CAGGAGGCAUCCAAAGA pall UCUUUGGAUGCCUCCUGCC [1509-1527]
464(1733 GGUGACUCGGUCCUAUACA 312 EG[JﬁﬁAGGACCGAGUCACC Rh E}s;ﬁ_l;n]
46511734 UUUAUAGCCAGGUACCUUA 2313 UAAGGUACCUGGCUAUAAARK [ET%?;-H]“]
4661735 GGCCAUGGCCAAGGACCAA [P314  [UUGGUCCUUGGCCAUGGCC [Rh,D [315;-415]
k67/1736 CAAAGAUAGGGAGGGAAGA D315 UCUUCCCUCCCUAUCUUUG [2089-2107]
468(1737 UCUUCUGACACUAAAACAA D316 UUGUUUUAGUGUCAGAAG [;;;Tmﬂ]
1469(1 738 CUUCUGACACUAAAACACA 317 EGUGUUUUAGUGUCAGAA IE}E;E]BH]
470(1 739 UCACGUGGAGCCUCUCGAA  p318  JUUCGAGAGGCUCCACGUGA [1048-1066]
71 1740 CAGUCCAUCAACGAGUGGA [319 UCCACUCGUUGAUGGACUG [Rh,Rt,M EEE{:-.?SB]
472(1 741 AGACCAAAUUGAGCUAGGA P320  [UCCUAGCUCAAUUUGGUCU g %sgrt;il 238)
473]1742 GGGUUCCCGUGUGCCUGAA 321 UUCAGGCACACGGGAACCC [Rh g}gﬁm?]
474(] 743 UUGCUAUCAAUCCAAGAAA 2322 UUUCUUGGAUUGAUAGCAA R [? é grségg 143]
475(1 744 CAACCGUGGCUUCAUGGUA 2323 UACCAUGAAGCCACGGUUG |Rh,Rt,M s;;;—m?]
476]1745 CUGUACGGACCCAGCUCAA 2324  [UUGAGCUGGGUCCGUACAG ﬁé?m:q
477]1 746 - CAGCAGCAAGCAGCACUAA 325 AGUGCUGCUUGCUGCUG [Rh,D [E;;é&i]]
147811747 CCUGCAGCCGCAGCAGCUA  P326  |UAGCUGCUGCGGCUGCAGG |g§§-3 17]
47911748 IGACACUAAAACACCUCAGA [327  |[UCUGAGGUGUUUUAGUGUC [3 1 Sgr 5:;13??]
480/1749  ICAACUGCGAGCACUCCAAA [2328  [UUUGGAGUGCUCGCAGUUG(Rh,D IGEJL -709]
48111750 ACUGCGGAGAAGUUGAGCA P329  |UGCUCAACUUCUCCGCAGU [3&}3;-341]
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bgaf1751  [GCGCCCUGCUAGUCAACGA  [2330 LICGUUGACUAGCAGGGCGC [kh {031 9-837]
4831752  [GGAAGCUGGGCAGCCGACA 2331  JUGUCGGCUGCCCAGCUUCC [5%-530]
484]1753  |AOGCUCCUGAGACACAUGA [2332  |UCAUGUGUCUCAGGAGCCU E 1525-1543]
4851754 GACAAGOGCAGCGOGTUA 2333 |UAGCGCGCUGCGCUUGUCG (721:739]
48611755 UCAGUGAGCUUCGCUGAUA 2334 IUATUCAGCGAAGCUCACUGA [EE::-GEE]
571756 [DUGAGAAGGAGCUCCCAGA 12335 UCUGGGAGCUCCUUCUCAA EEFEEEI 997)
4gal)757  |[ACUGCGAGCACUCCAAGAA [2336  |[UUCUUGGAGUGCUCGCAGU [Rh,D [5;;.?1 1]
453]1758  ICAUCCUGGUGUCACCCGUA 2337 JUACGGGUGACACCAGGAUG Eé;ﬁml
Mo01] 759 IGUGCGCAGCAGCAAGCAGA 2338 UCUGCUUGCUGCUGCGCAC IIU'I,D' [ggg—ﬁﬁ_ﬁ]
49111760 ICACGCCACCGCCUUUGAGA [2339 UCUCAAAGGCGGUGGCGUG |Rh g I;;gs-l 304]
49211761 CUCGAGCGCCUUGAAAAA D340 UUUUUCAAGGCGCUCGAGA | H ggﬂ-iﬂ?ﬁ] I.
931762 [GCUUCGCUGAUGACUUCGA 2341 |UCGAAGUCAUCAGCGAAGC |Rh 6516651
1941763 [UCUCCUUGCCCAAGGGUGA 342  |UCACCCUUGGGCAAGGAGA IRh [1140-1158] I
1951764  |GCAGUCCAUCAACGAGUGA 343  [UCACUCGUUGAUGGACUGC |Rh,Rl,M E?E-?sﬁ]
4196|1765  |AGAUGGUGGACAACCGUGA D344  [UCACGGUUGUCCACCAUCU [Rh,M g.;;-aa'}]r
297)1766  [CGGCUCOCUGCUAUUCAUA 2345  [UAUGAAUAGCAGGGAGCCG [1420-1433]
1581767 |AUACCAUGAUGCUGAGCCA 346 [UGGCUCAGCAUCAUGGUAU E{ ]ml 702)
499]1 768 IAGOCAGGUACCUUCUCACA _p347  [UGUGAGAAGGUACCUGGCU|Rh [(1797-1815]
500[1769  [GAGCCCGGAAACUCCACAA D348  [UUGUGGAGUUUCCGGGCUC E}Eﬁ%j 715)
501(1770  |GCAGCUCCUGGCACUGCGA 2349 [UCGCAGUGCCAGGAGCUGC g 11[1-‘-329] l
5021771 cccmaeuc:;c&:meﬁacn h350 uquocuuaaumccucﬁﬁﬁlkm g:;-ﬁoa]
5031772 SCOGACUGAGGCCAUTGAR b351 UCAAUGGOCUCAGUCAGG |Rb i Rzl%t:q-l 222]
5041773 [UGCUGAGCCCGGAAACUCA 1352 GAGUUUCCGGGCUCAGCA E 3-1711]
505]1774  IGCCAUCUCCUUGCCCAAGA 353 |UCUUGGGCAAGGAG AUGG(ﬂRJ: (1 1;21 154]
5068|1775 CAAGCAGCACUACAACUGA 5354 UCAGUUGUAGUGCUGCUUG[Rh,D %EELGQ?]
5071776 CAAGGCAGUGCUGAGCGCA B335 [UGCGCUCAGCACUGECUUG R 508°526]
s08[1 777 ICAAUGACAUUUUGUUGGAA [2356 UUCCAACAAAAUGUCAUUG [2 179-21971 |
509[[778  |AGUGAGCUUCGCUGAUGAA 357  [UUCAUCAGCGAAGCUCACU %ﬁsq
510[1779  |[AUGAUGAUGCACCGGACAA D358  [UUGUCCGGUGCAUCAUCAU [Rh (932-950]
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ORF

51-'1_ 1780 GAAACACCUGGCUGGGCUA D359  [UAGCCCAGCCAGGUGUUUC |D (1183-1201]
S12{1781 GCUGCUAWCAIIUﬁGGCGA 360 UCGCCCAAUGAAUAGCAGG D 31:;64444]
513]1782 CGCCAC:CGOCUUUG,&GUUA 2361 UMCUCMAGGCG{;UGdDG Rh ﬁ_ga-uuﬁ]
5141783 ' [GCUUCUCAGCGCCUUCUGA 2362  [UCAGAAGGCGCUGAGAAGC g&izﬁz}
5151784 - UGAUéCUGAGCCCGGMAA 2363 UUUUCCGGGCUCAGCAUCA EE;DI 708]
516(1785 - UGACCUGGCCGCAGUGAGA. ' j3f,4 UCUCACUGCGGCCAGGUCA 312:;{1 974].
5171786  [UGCAGAAACACCUGGCUGA D365  |[UCAGCCAGGU GﬂI_JUCUGCA ?1?.?1-;1 197]
5181787 GCAGUGCUGAGCGCCGAGA 2366 UCUCGGCGCUC.F; G’CACUGC. gf; 30]
519(1788 CGGCGCGCAACGUGACCUA 2367  [UAGGUCACGUUGCGCGCCG Fslgi-'él 2]
520 1?39 AGUG.CUG:%GCGCCGAGCAA 2368 UUGéUCGGCGCUCAGC#CU Fﬁ-saz]
52111790 ACAGGCCUCUACAACUACA 369  |[UGUAGUUGUAGAGGCCUG ; JRb,D, gﬁ-*;ﬁ] '
522]1791 GCAGCUGCGCGACGAGGAA 370  |UUCCUCGUCGCGCAGCUGC 'RLE) {]51;;.54?1 .
52311792 AUUGAGAAGGAGCUCCCAA 2371 UUGGGAGCUCCUUCUCAAU ﬁl;;a- 1996]
524(1793 CGCGCAGACCACCGACGGA 2372 UCCGUCGGUGGUCUGCGCG Eé;:l‘:?s]

25(1794 CCUGUACCUGGCCAGCGUA  [2373 UACGCUGGCCAGGUACAGG [Rh BEEH-IZBZ]
526/1795 CUGAGCGGACCUUCCCAGA  [2374 UCUGGGAAGGUCCGCUCAG [Rh l[1633-1651]
152711796 GGCCUUCAGCUUGUACCAA 2375 UUGGUACAAGCUGAAGGCC l ?;;EQ 71
528/1797  |[CACCCAAAGCGGCUCCCUA 2376  |UAGGGAGCCGCUUUGGGUG E:fl-ng]
529(1 798 GCCAAGGACCAGGCAGUGA 377  |[UCACUGCCUGGUCCUUGGC [Rh {4];::-4221
530(1799 CUCAGGGUGCACACAGGAA ﬁ373 UUC_CUGUGUGCQCCCUGAG . I'[:;EED-ISDG]
5311800 CGAGCUGCUGCGCUCACUA 2379 ~[UAGUGAGCGCAGCAGCUCG [Rh ?512;5;33] _
53211801 GGCUGGOCCUGACUGAGGA 2380 UCCUCAGUCAGGCCCAGCC ’ [IE?—!I[S]
533(1802 CCGCAGCAGCUCCUGGCAA 381 [UUGCCAGGAGCUGCUGCGG [332-3241
53411803 UGUGGGACCUGGGCCAUAA p3g2  [UUAUGGCCCAGGUCCCACA 1[1?13-[?36].
153501 804 AAGAUGCAGAAGAAGGCUA 2383 UAGCCUUCUI;CUGCAUCUU Rh,Rt,M IEE::!:B]
536(1 805 CCACGGCGCGCAACGUGAA 2.334 . |UUCACGUUGCGCGCCGUGG RD 1[5911-609]
5371806  |ACCUUCUCACCUGUGAGAA  [2385 UUCUCACAGGUGAGAAGGU|Rh E:Eliimn]
538[1 807 [UGAAGAAACCUGCAGCCGA 2386 UCGGCUGCAGGUUUCUUCA E}S&—lﬂ 9]
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5391808 CAGCACUACAACUGCGAGA 387 UCUCGCAGUUGUAGUGCUG|Rh,D [683-701] -
54011809  |[GOGACAAGCGCAGCGCGCA [2388  [UGCGCGCUGCGCUUGUCGC ?,r%.na_]
5411810 [UAGAAUUCACUCCACUUGA 2389 UCAAGUGGAGUGAAUUCUA[RD E;_E_SZ-I 670]
542\1811  |GUGGAAAAACAGACCGGGA P39  |UCCCGG UCUGUUDUUCCAC ;1;;1' i 1621]
543|1812 hCGUd GAGCCUCUCGAGCA  [2391 UGCUCGAGAGGCUCCACGU [1I££ 1068] 1
5441813 GGCGCGCAACGUGACCUGA  [2397 UCAGGUCACGUﬁGCGCGCc I(:jS];i-Ei 3]
545|114 UGGACAACCGUGGCUUCAA  [2393 UUGAAGCCACGGUUGUCC}\ Rh,M gl:ai-gna]
54511815 CUAGUCAACGCC&UGWCA 2304 UGA;ACAUGGCGLIUGACUAG Rh ?Eg—ﬁlﬂ
5471816 Aqmuﬂaocuaéccamm b395 UCUGCGGCCAGGUCAUUCﬁ 5 19;1_:;1 970] |
5481817  |AGCUGCUGCGCUCACUCAA 396  [UUGAGUGAGCGCAGCAGCU gg;-sasl
549[1318 CUAUCCCAACCUCUCCA  [2397 UGGAGAGOUUGGGAUAGA |RH g 1339-1 907]
550[1819  [GOGAGCUGCUGCGCUCACA  [2398 SGUGAGCGCAGCAGCUCGC Rh [sggsz]
551(1820  [CGCAGCAGCAAGCAGCACA 399 UGUGCUGCﬁUGCUGCUGCG Rh,D E;E -15:_393"
552(1821 GGCUGGGCUGGGCCUGACA 2400 UGUCAGGCCCAGCCCAGCC [1192-1210] |
553(1822  [UCUCCAGCCUCAUCAUCCA 401 UGGAUGAUGAGGCUGGAG 'Edh,[n,nt; Egﬁ-lmal
5541823 CAACGCCAUGUUCUUCAAA 402 :UUquAACAUGGCGUUG R Rb,P gaz-gso]
55511824 UGGCACUGCGGAGAAGUUA 12403 UAA.CUUGTL_ICCGCAGUGDCAl . ETI;-EB?]
556/1825 UUUGAGUUGGACACAGAUA 2404 UAUCﬁGUGUCCAACUCAAA agﬂ-l 316)
5571826 UGGGCGAG&UGCUGCGCU.A 2405  [UAGCGCAGCAGCUCGCCCA [Rh Eg.m]
5581827  JCUGCUAACCAAAGAGCAGA {2406 |UCUGCUCUUUGGUUAGCAG 30?9-1 097]
559(1828 A ACGUGACCUGGAAGCUGA 2407 UCAGCUUCCAGGUCACGUU ;E-s_z 0] B
560[1829  |AUGACAUUUUGUUGGAGCA [2408 IUGCUCCAACMUGUCAU Eu_ar 2199] |
561[1830 ICAGGAGGCAUCCAAAGGCA 2409  [UGCCUUUGGAUGCCUCCUG [1]-5I1T 1R-1529]
5621831  JAUCUCCUUGCCCAAGGGUA P410  |UACCCUUGGGCAAGGAGAU Rh ?12;94 157
5631832  [UGGGAUGAGAAAUUCCACA pdll  [UGUGGAAUUUCUCAUCCCA Rh E;?a?s]
5_6413j3 AAAGCUGCUAACCAAAGAA P42 - [UUCUUUGGUUAGCAGCUUU gg;s-msa]
565)1834  IAGGAGGCAUCCAAAGGCUA P413  |UAGCCUUUGGAUGCCUCCU |. g} 3 ﬁi\} 530]
566 1335-_ CACCGCCUUUGAGUUGGAA 414 UUCCMCUCAMGGCGGUG_' g Rzgmm]
So7l1g36 ccmcuaijmmcumﬁun P415  |UACCUAGUUUUAUAGUUGG [1906-1924]
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3UTR
56811837 CAAGAAGCAUCGUGUCUGA 2414 UCnGACAOGnUGCUUCUUGlml EIZIES.ZIERZZDW]
5691838 AGCAGCUGAAGAUCUGGAA 2417 WCCAGAUCU.UCAGCUGCU’RhD [é{gi-“m]
57011839 GCGCUCCCUCCUGCUUCUA 2418 UAGAAGCAGGAGGUGAGCGC . g:lz:-zsu]
5711840 UGCUAGUCAACGCCAUGUA D419 UACAUGGCGUUG&CU&GCJ\M . (825-843]
572]1841 CGCCGAGCAGCUGCGCGAA 420  [UUCGCGCAGCUGCUCGGOG .ggasu']
57311842 CCGCGCAGACCACCGACGA - 2421 UCGUCGGUGGUCUGCGOGG E;I;g-???]
74]1843 UAGCCAGGUACCUQCUGAA b42?  [UUGAGAAGGUACCUGGCUA|RK 3556-15‘_1“4]
575(1844 UGCUUCUCAGCGOCUUCUA 2423 UAGAAGGOGGUGAGMGCA %E;?;ﬁl]'
576]1 845 CUCCCUCCUGCUUCUCAGA 424 UCUGAGAAGCAGGAGGGAG - g;f;_zsi]
37711 846 CGCAGGCCAAGGCAGUGCA 2425 UGC&CUGCCUT..J_GGCCUGCG gglI: aSII 9"
578(1847  |GCAAGGCGACCACGGCGUA P426  [UACGECGUGGUCGCCUUGC [Rh '[43:.-__:5_0115.'-:-
579} 848 GCAGCCGCAGCAGCUCCUA  P427  [UAGGAGCUGCUGCOGCUGC Eﬁ%—};ﬂ]_ .
TABLA E: ARNip de 18+1 meros interespecies de SERPINH1
Ne  [SEQ ID NOARNIp sentido SEQ |ARNip antisentido 'Oftras hur.nann-
D NO especies | 32454740
ORF:230-
146
1 |a2s [UCACCAAGGACGUGGAGCA [2576 EECUCCACGUCCUUGGU Rh,D ggi:gmj '
429 ICAGCGCGCUGCAGUCCAUA P577  [UAUGGACUGCAGCGCGC [Rh,Rt [1;2-?43]_
3 |2430 CAUCUACGGGCGCGAGGAA [2578 [UJgCCUCGCGCCI:GUAéA DM ([:;;‘.;6-1354]
4 2431 CUCCAGCCUCAUCAUCCUA 2579 §§GGAUGAUGAGGCUGG Rh,D,Rt,M Eﬁél-ma;}__
5 74372 GACAUCUACGGGCGCGAGA- 7580 EEUCGCGCCOGUAGAUG D,M 3&;4.15’52]
6 |[2433 ICGUGCGCAGCAGCAAGCAA ].',58] gg{“-{lUUGCUGCU{‘}CGCﬁ Rh,D,M gg;—ﬁki]
7 2434 GUCACCAAGGACGUGGAGA 2582 [UCUCCACGUCCUUGGUG [Rh,D ['Fg%;ﬂﬂ?}
B bazs CCGCGACAAGCGCAGCGCA [2583 EECGCUGCGCL'UGUCGC D Ef;{;—?sﬁ;
9 2436 GCGCAGCGCQCUGCAGUCA 2584 [UGACUGCAGCGCGCUGC [Rh.Rt [".';'1?':-?45]
10 2437 GGCCCACAAGCUCUCCAGA [2585 35UGGAG&GCUUGUGGG Rh,D,P Egt}}f-mz:']
11 2438 C&AGGACGﬂGGAGCXiCACA 12586 EEUGCGCUCCJ&CGUCCU Rh,D g;:-am]
12 P439 AGCCUCAUCAUCCUCAUGA 2587 |UCAUGAGGAUGAUGAGG|Rh,D, Rt M [1;);5-1043]
13 pa4p GGUGUGGUGGAGGUGACCA [2588 :.:JEGUCACCUCCACCACA Rh,D 3154-11721
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cC ORF
14 P441 GCAAGCUGCCCGAGGUCAA 2589 ggmccuccecacmmm R, D g;;-m]
5 haa2 GUGGAGGUGACCCAUGACA [2590 ggucaueﬁﬁumocucc.m.m,m [1160-1178]
16 [2443 CACAAGAUGGUGGACAACA 591 Eguuﬁuccaccnucuuc Ri,Rb,M,P Es.EE-sas]
17 |paas GCGAGGAGCUGCGCAGCCA 2502 [UGGCUGCGCAGCUCCUC [DM (1347-1365)
18 12445 UACUACGACGACGAGAAGA 2593 EEUUCUGGUCDUCGUJ&G b E;Eg.gau]
19 phaas GAGGUGACCCAUGACCUGA [2594 HgﬁGGUCAUGGGUCACC |Rh.Rl.M ‘[:: 1;;3-11.31}
20 D447 ACUUCCGCGACAAGCGCAA D595 'gBGCGCUUGUCGCGGAhlﬁ [714-732)
51 haas Gcocncuncucuccméa 2596' uac_uadaandéuuﬁuselnb,n,r i f[::ifu.zmzs]
12 [2449 GC@AGCAGCAAGCAGCAA 2507 §§GCUGCUUGCUGCUGC Rh,D E;E;ﬁsa]
23 450 CGAGGAGCUGCGCAGCCCA 2598 ESGGCUGCGCAGCUCCU |D.M Ea;s-uﬁﬁ]
24 2451 AACGOCAUGUUCUUCAAGA h599 [UCUUGAAGAACAUGGCG|Rh,Rb,P gg;-asn.
25 452 IGUCAGGCAAGAAGGACCUA 600 ;EGGUCCUUCUUGOCUG Rh,D [1&;9-]2_6?]_
26 D453 GCCUGGGCGAGCUGCUGCA 2601 Ugcmmﬁcumcccm Rh,D g;;._s?sj
27 p4s4 OAUGAUGCACCGGACAGGA [2602 gCCUGUOCGGUGCAUCA Rh,Rb,R1,M 334.9521
28 [2455 (GGACCUGUACCUGGCCAGA 2603 ESUGGCEAGGUACAGGU Rh,D E%l-n?d]
29 456 GCGACGAGGAGGUGCACGA 604 gccgouamccuccumuc D [5;;355]
B0 1457 UGUGGUGGAGGUGACCCAA 605 guceaucaocucmcca Rh,D E ;;6-1-174]'
31 p4ss UUCAAGCCACACUGGGAUA 606 HEUCOC.«GUGUGGCUUG Rh, b E;;-ssa]
12 haso CAAGAUGGUGGACAACCGA 2607 Hgo&uuqﬁccncmucu Rh,Rb,M,P Lsf;;r-sgs]
33 D460 UCAACUUCCGOGACAAGCA 608 gGCUUGUOGCGGMGUﬁ D Ez.‘ug]
R4 a6l AUUCAUUGGGOGCCUGGUA D609 UECCAGGCGCCCMUGA. D {1;;2-14501'
35 2462 CUCCAAGAUCAACUUCCGA D610 %gGGMGUUGAUCUUGG [Rh,D,Rt,M %3;-721]
36 (2463 CAGGCCAUGGCCAAGGACA 2611 Eguccuuaaccmccoc Rh,D 33;413]
37 [R464 IGUACCAGGCCAUGGCCAAA 26172 | [UUUGGCCAUGGCCUGGU [Rh,D g&}:m]
8 Ra6s UGUCAGGCAAGAAGOACCA 2613 Sgsuccuucuucocum Rh,D Efz{;&mq
39- 2466 CUUCGUGCGCAGCAGCAAA 2614 HUUGCUGCUGCGCACG& DM gg}-ﬁaz]
40 2467 CAACUUCCGCGACAAGCGA [2615 Egacuueuccccamculn ggn‘u] ]
41 12468 CCACCACAAGAUGGUGGAA 2616 ggccaccmcuueuaau IR}.,RI:,D,P E;Il:-saa]'
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M2 [2469 IGCGCGACGAGGAGGUGCAA 2617 ggmnccuccuc&umc Rh,D [5}::5:553]
43 2470 ICUACAACUGCGAGCACUCA 2618 ;JEAGUGCUCGCAGUUGU Rh,D E:)ﬁg%-mo]
44 12471 UG&:&GGUGACCCAUGAGCA 2619 EEGUCAUGGGUCACCUC [Rh,Rl,M g 1121-1 179]
45 [2472 GAGGUCACCAAGGACGUGA 12620 EEACGUGCUUGGUGACC' D g}gsua]
46 12473 AAGAAGGACCUGUACCUGA 2621 HSAGGU&CAGGUCCUUC {rh,D [1256-1274]
47 R474 . GACMCCGUGGCUUC&UGA FGZE EE&UGAAGCCA¢GGUUG Rh,Rt,M E?E‘E-eus]
48 12475 IACCAGGACAUCUACGGGCA [2623 chccsuaﬁnur}umuﬁ D,Rt [C;;%Q-m?]
49 2476 GCUGCCCGAGGUCACCAAA 2624 UgUGGUGAOCUCGGGCﬁ Rh,D [?3.;_-?99]
50 P"f'” AUGCAGAAGAAGGCUGUUA R625 Eﬁacmccuucw;uec'm géll:ﬁ-lliﬁl
sl 2478 GGCCUGGGCGAGCUGCUGA 2626 ggAGCAGCUCGCCCAGG.Rh,D gist‘],:-ﬂs]
52 2479 GAUGGUGGACAACCGUGGA [2627 HECACGGUUGUCCACCA Rh,M [slaz?:-sya]
53 |2480 CUCCCUGCUAUUCAUUGGA [2628 ECCAﬁUGMUAGCﬁGGG D 3423-_144_1]
54 2481 GAAGGACCUGUACCUGGCA [2629 HECCAGGUACAGGUCCU Rh,D EE‘%—]!TE}
5;5 2482 CCACCGACGGCAAGCUGCA 2630 ggcaacuuacccuoo(au D,Rt Eﬁi’:’ml
56 2483 UGCUAUUCAUUGGGCGCCA 2631 EEGCGCCCMUGaAUAG D gg&-ms}
157 pag4 AUGUUCUUCAAGCCACACA 2632 ESUGUGGCU‘UGMGMC Rh,Rb,D  [[839-857)
58 [24a8s CCAGGACAUCUACGGGCGA 2633 gg]COCGUAGAUGUCCU D,Rt ([::}::;0-[343]
59 |2486 GCGCGAGGAGCUGCGCAGA [2634 T;élgUGOGCAGCUCCUCGC Rh,D,M EES-ISH]
50 2487 GAGCAGCUGCGCGACGAGA [2635 HgUDGUCGCGCAGCU{]C Rh,D g}i;-ﬁazs]
51 2488 CUAUUCAUUGGGCGCCUGA R636 |UCAGGCGCCCAAUGAAU D E;;O-IMBI
62 489 ACAAGCUCUCCAGCCUCAA D637 :SGAGGCUGGAGAGCUU Rh,D,M,P 33;4-1032]
63 [2490 GCUGAAGAUCUGGAUGGGA 2638 IEECCﬁUCCAGAUCUUCA Rh,D gﬁgﬁ-ll 14]
64 12491 GACCAGGACAUCUACGGGA 2639 H_ECCGUAGAUGUCCUGB DRt g&{z:s-lsaas.]
65 [2492 ICAAGCGCAGCGCGCUGCAA 2640 [UUGCAGCGCGCUGCGCU [Rh,Rt g[:.;;-?ﬁ]
66 2493 CCAﬁGGCChAGGACChGGA 0641 E{E{:UGGUCCUUGGCCAU kh.n [332-417]
7 494 CACCAAGGACGUGGAGCGA D642 Egﬁcuccncr&uccuuce Rh,D :;;;-311]
168 Daos CCAGUGGCUUCAUGGUGACA 643 GUCACCAUGAAGCCAC |R,Ri,M E;g;-alu]
60 24§5 UGACCAGGAC.}U;UAOGGA 2644 EECGUAGAUGUCCUGGU Rt 3;;1-1345]
70 497 AGACCACCGACGGCAAGCA 645 UGCUUGDCQUC_GGUGGU DRt Eﬁs-?azj
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cu RF

71 [2498 IGACAAGCGCAGCGCGCUGA D646 UEAGCGCGCUGCGCUUG Rh.Rt gzz-m}]'
72 499 AGAAACACCUGGCUGGGCA 2647 [UGCCCAGCCAGGUGUUU [ [ﬁgz-mu}
75 bsoo AAGAUGGUGGACAACCGUA 2648 %ceﬁuucuocmmuc RhM ?;‘:.am
7% 2501 ‘cmaccac':cmmﬁcmeﬁ 2649 'EGUUG{:CGUCGGUGGUC DRU gﬁ-iﬁz]
5 Bso2 AGGACCUGUACCUGGCCAA [2650 ggccoc_mcuacmcuc RhD 332;-1:;3] |
76 12503 CUGCUAUUCAUUGGGCGCA 651 [UGCGCCCAAUGAAUAGC |D Eif?;ms]
77 2504 GUCCAﬂCAACGAGﬁGGGCA 2652 SE_CCCACUCGUUG!\UGG Rh,Rt,.M EizFJm]
T CCAGGCCAUGGOCAAGGAA: 12653 fﬂchCUUGGCCAUGGCCU Rh.D 'gE;LuJ
T AAGCAGCACUACAACUGCA 12654 %CAGUUGUAGUGCUGC Rb,D ::[;5_-693]
50 507 UGUUCCACGCCACCGCCUA 2655 EEGGCGGUGGCGUGGAAD Eggi-ugg]
81 2508 UACAACUACUACGACGACA 12656 |UGUCGUCGUAGUAGUUGIRS (956-974]
82 [2509 CCUCAUCAUCCUCAUGCCA 657 ugamunmmumum Rb.D.RUM _ﬁgv-m-w]
83 2510 UGGUGGACAACCGUGGCUA 2658 ISEGCCACGGUUGUOCAC Rb,M gl;;-gnn]
84 2511 GACCACCGACGGCAAGCUA [2659 uiﬁcuuoomucmum D.Ri 32“2.?34]
855 12512 AGCUGCGCGACGAGGAGGA [2660 ﬂgcuocumucﬁmcm Rb,D EEE—S&Q}
8 513 CGGCAAGCUGCCCGAGGUA D661 ﬁiccumaﬁcmcuucc Rb.D 315-?931
87 [s14 UGGCCCACAAGCUCUCCAA D662 IZHGJGGAGAGCUUGUGGGC Rb.D,P Ezlgﬂ—lﬂlﬁl
TET CAGCUGCGCGACGAGGAGA 2663 UgUOCUOGUCGCGCAGC RbD ﬁgml
59 12516 CUUCCOCGACAAGCGCAGA 12664 ;EUGCGGNGUOGOGGA D Eﬁ-nu
50 517 UGGGCCUGACUGAGGCCAA 665 [UUGGCCUCAGUCAGGCC [Rt 320-:142131
51 D518 GCUGCGCGACOAGGAGGUA 666 Egccuccuccucacacn RhD E%ﬁso]
b2 hs19 CAGGACAUCUACGGGCGCA h6s7 [UGCGCCCGUAGAUGUCK D 3;;1-1349} _
b3 |s20 GCCAUGGCCAAGGACCAGA 12668 EEUGGUCCUUGGCCAUG RhD Eg:;ma]'
94  [2521 UCCAAGAUCAACUUCCGCA P669 [UGCGGAAGUUGAUCUUGID [704-722]
95 2522 ' ACCACCGACGGCAAGCUGA 2670 EZCAGCLMGCCGUCGGUG D,Rt ETE—?BS]

523 IAUCUACGGGCGCGAGGAGA 671 |UCUCCUCGCGCCCGUAG [DM  [[1337-1355]
97 2524 CUGCCCGAGGUCACCAAGA 672 §§UUGGUGACCUCGGGC Rh,D Eﬁ%-sm
Fs 2525 AUCAACUUCCGCGACAAGA [2673 [UCUUGUCGCGGAAGUUGID (710723
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2526

UCAUUGGGCGCCUGGUCCA 674 EEGACCAGGCGCCCMU Rh,D [1;:13:44451]
Tioo |sa27 CAUUGGGCGCCUGGUCCGA 675 ﬁgGGACCAGGCGoccm Rh,D 3435-14531
101 ps28 Fuouuccacﬁocacccoca D676 zggmUGGQGUGGAAFD ) EEF:MHE]
102 psa9 AUGAUGCACCGGACAGGCA P77  [UGCCUGUCCGGUGCAUC {Rh,Rb,Rt,M|[935-953)
103 |2530 CGACGAGGAGGUGCACGCA D678 QECGUGCACCUCCUCGU }-_l: ?51::.-555]
104 2531 CAGAAACACCUGGCUGGGA P679 |UCCCAGCCAGGUGUUUC [D 3??14199]
105 2532 UGAUGCACCGGACAGGCCA D680 ggﬁcmﬁuccdﬂuamu Rh,Rb,RI,M ;:;EE-SI{M].
106 2533 AAGGCUGUUGCCAUCUCCA 681 UEGAGAUC}GCAACAGW, ;.'.I;,Rt 3-12?-11451
107 534 IAUGACUUCGUGCGCAGCAA 2682 %GCUGOGCACGAAGUC'RH,RI,M- ESEE-S‘IS]
108 [2535 UCAGGCAAGAAGGACCUGA 2553 UCAGGUCCUUCUUGCCU [Rh,D [1250-1268]
109 [2536 CUCAUCAUCCUCAUGCCCA [2684 ggGGCAUGAGGAUGAUG Rh,R1,M ﬁl;;‘s-wms;
110 psi7 CGCGACGAGGAGGUGCACA 2685 ﬁgUGCAOCUOCU.CGUCG Rh,D Fsl;;-ssq]-
111 p53g IACAACCGUGGCUUCAUGGA 2686 E%mucmccﬁoccuu Rb,Rt,M EEE—QUE]
112 P53 UUGACCAGGACAUCUACGA PER7 |UCGUAGAUGUCCUGGUC [Rt [1326-1344]
113 hs40 CAAGCUGCCCGAGGUCACA 638 EUGACCUCGGGC}\GCU Rh,D EEEJ%]_
114 ps41 ucc'cuacum'ucnuua{im D689 EECCAAUGMUAGCAG.G D [l;%-l-lddz]
s ps4a2 UAUUCAUUGGGCGCCUGGA b690 Uicmﬂmcccmuem D ﬁ;;l-m-ﬂ
116 2543 CUGCGCGACGAGGAGGUGA 691 Ecnccuocuceucac&c RD,D [2;;.551]
117 ps44 CUACGGGCGCGAGGAGCUA 2692 UiGCUCCUCGC{]CCCGU D,M 3339435?]
118 545 CGOGAGGAGCUGCGCAGCA 693 gg:t:UGCGCAGCUCCUCG D,M Eiags.lsﬁq
119 546 ACACCUGGCUGGGCUGGGA 694 USCCAGCCCAGCCAGGU g nga-lzm] '
120 [2547 UCUACGGGCGCGAGGAGCA 2695 EGCUCCUCGCGCI:CGU.« DM [1;%&1356]
121 2548 UUCUUCAAGCCACACUGGA [2696 'U;;CAGLR}UGGCUUGAAG Rh,Rb,D [sgéﬁo]
122 549 CCUGGGCGAGCUGCUGCGA 2697 SSGCAGCAGCUCGCCCA Rh,D ?SSB-S?T]
123 550 AAGAAGGCUGUUGCCAUCA [2698 g'gaunacmmaccuuc Ri grfiF‘;-uqzj
124 P55l - CGACGGCAAGCUGCCCGAA 12699 gcmmmﬁcuuacccu D EE::-TQD}
125 552 GACGGCAAGCUGCCCGAGA 2700 |UCUCGGGCAGCUUGCCG ﬁh,D [773-791]
126 553 UUCAUUGGGCGCCUGGUCA zdjm EEAOCAGGCGCCCAAUG Rh,D §§3'1451]
127 pss4 IAAGCGCAGCGCGCUGCAGA 702 [UCUGCAGCGCGCUGCGC [Rh,R [725-743]
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| UU ORF |
128 [25s55 CUGGCCCACAAGCUCUCA 12703 ggAGAGCLIUGUGGGCCA Rh,D,P gﬁg&quza'}
129 2556 ACGGCAAGCUGCCCGAGGA 704 ggcummﬁcuuecc Rh.D '1?74-?91]-
130 557 UUUGACCAGGACAUCUACA PR705 Egumaucuccueaum Rt EEE&B@]'
121 [2558 UGACUUCGUGCGCAGCAGA 2706 gﬁUGCUGCG-D\CGﬂAGU Rh,Rt,M gﬂ-ﬁm
132 559 AAGGACGUGGAGCGCACGA 2707 II::EGUGOGCUCCACGUCC Rh,D gg;-sls_]
133 2560 UCCAUCAACGAGUGGGCCA 2708 EEGCOCACUCGUUGAUG Rt,M g;i-?}ﬁl]'
134 Psél CACCGACGGCAAGCUGCCA [2709  [UGGCAGCUUGCCGUCGG DR | [?E;-?a?]
135 Dsa2 (ACGGGCGCGAGGAGCUGCA 710 Egmacuocucccsccc DM 3;;14359]
126 Ps563 UCCGCGACAAGCGCAGCGA [2711 EEGCUGCGCUUGUCGCG D a:;-ns] |
37 0564 UUGGGCGCCUGGUCCGGCA 2712 E%ccamocnﬁﬁmocc [Rh,D gﬁ?_ms_;s]
138 ps65 | AUGGUGGACAACCGUGGCA [2713 USCCACGGUUGUCCACC Rh,M - E;::-EQP] -
139 - D566 IAUUGGGOGCCUGGUCCGGA 2714 Ecccancmeececccg Rh,D H;iﬁ-.'mﬂ] ,
140 Ps567 [UACGGGCGCGAGGAGCUGA 2715 ggmcuocumceccm DM g;;maﬁx]
141 568 IAUGCACCGGACAGGCCUCA 2716 E%mﬁccumuocmmc Rh,Rb,Rt,P gsla;gsﬁ]
142 P569 [UUCCACCACAAGAUGGUGA 717 |[UCACCAUCUUGUGGUGG |[Rh,Rb,D,P ggs;-aa?]
143 p570 UUCCGCOACAAGCGCAGCA 718 ECUGCGCUUGUCGCGG D g;g.nq
144 P57 UACCAGGCCAUGGCCAAGA [2719 UEUUGGCCAUGGCCUGG Rh,D g;i.nm]
145 h572 ~ IAAACACCUGGCUGGGCUGA B720 ECAGCCCAGCCAGGUGU D <[}1 lils:q.uoz]
146 573 ACCGACGGCAAGCUGCCCA 2721 Egmc-cuucccaum D [?glg-?aa]
147 ps74 AACACCUGGCUGGGCUGGA [2722 Eccmcccmccmauﬁ D E I;]3:_5121;)3]_
1;13 0575 UUCGUGCGCAGCAGCAAGA 2723 Kiuuacuﬂcuc.camce Rb,D,M gggsgsj :

Se seleccionaron las secuencias mas activas de ensayos adicionales. De la tabla 4 se seleccionaron los compuestos
de ARNip SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_13, SERPINH1_45 SERPINH1_45a, SERPINH1_51,
SERPINH1_51a, SERPINH1_52 y SERPINH1_86 como compuestos preferidos (tablas 6-A y B).

TABLA 6-A: ARNip seleccionados

ARNip SEQ ID | SEQ ID | Actividad Actividad Actividad CI50 (nM) Longitud
SEN AS 0,1 nM 0,5 nM 5nM
SERPINH1_2 60 127 65 48 7 0,008 19
SERPINH1_6 63 130 164 39 5 0,019 19
SERPINH1_11 | 68 135 119 54 6 0,05 19
SERPINH1_13 | 69 136 91 24 4 19
SERPINH1 45 | 97 164 156 38 8 0,07 19
SERPINH1_45a | 98 165 1) 19
SERPINH1_51 101 168 68 39 5 0,05 19
SERPINH1_52 | 102 169 149 37 9 0,06 19
SERPINH1_86 | 123 190 121 61 0,27 19
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TABLA 6B
ARNip SEQ | SEQ | Actividad | Actividad| Actividad | Actividad | (2) Actividad | Actividad
ID ID 0,026 0,077 0,23nM | 0,69 nM | Actividad | 6,25 M 25nM
SEN | AS nM nM 2,1 nM
SERPINH1 45 | 97 164 | 102 81 55 41 28 22 16
SERPINH1_45a | 98 165 | 107 (3) 98 84 69 36 24 16

A partir de la tabla 5 se seleccionaron los compuestos de ARNip SERPINH1_4, SERPINH1_12, SERPINH1_18,
SERPINH1_30, SERPINH1_58 y SERPINH1_88 como compuestos preferidos (tabla 7).

TABLA 7: ARNip seleccionados

ARNip SEQ SEQ ID | Actividad Actividad Actividad CI50 (nM) Longitud
ID NO [ NOAS | 0,1nM 0,5 nM 5nM
SEN
SERPINH1 4 | 195 220 60 35 5 0,006 19
SERPINH1_12 | 196 221 54 42 8 0,065 19
SERPINH1_18 | 197 222 139 43 9 19
SERPINH1_30 | 199 224 146 49 9 0,093 19
SERPINH1_58 | 208 233 na na 8 19
SERPINH1_88 | 217 242 105 43 9 19

EJEMPLO 21: Sistemas de modelos de animal de estados fibréticos

Pueden realizarse pruebas de los ARNip activos de la descripcion en modelos de animales predictivos. Los modelos
de envejecimiento y de diabetes de ratas de fibrosis renal incluyen ratas obesas diabéticas de Zucker (ZDF), ratas
fa/fa envejecidas (obesas de Zucker), ratas Sprague-Dawley envejecidas (SD), y ratas Goto Kakizaki (GK); las ratas
GK son una raza consanguinea derivada de ratas Wistar, seleccionadas para el desarrollo espontaneo de NIDDM
(diabetes tipo Il). Los modelos inducidos de fibrosis renal incluyen el modelo de obstruccion de uréter unilateral
permanente (UUQO) que es un modelo de fibrosis intersticial aguda que se produce en animales no diabéticos sanos;
se desarrolla fibrosis renal en el plazo de unos dias tras la obstruccién. Otro modelo inducido de fibrosis renal es la
nefrectomia de 5/6.

Dos modelos de fibrosis hepatica en ratas son la ligadura de conductos biliares (BDL) con operacion simulada como
controles, y el envenenamiento con CC14, con animales alimentados con aceite de oliva como controles, tal como
se describe en las siguientes referencias: Lotersztajn S, ef al. Hepatic Fibrosis: Molecular Mechanisms and Drug
Targets. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2004 Oct 07; Uchio K, et al., Down-regulation of connective tissue growth
factor and type | collagen mRNA expression by connective tissue growth factor antisense oligonucleotide during
experimental liver fibrosis. Wound Repair Regen. enero-febrero de 2004; 12(1):60-6; Xu XQ, et al,, Molecular
classification of liver cirrhosis in a rat model by proteomics and bioinformatics Proteomics. oct. de 2004; 4(10):3235-
45.

Los modelos para cicatrizacion ocular se conocen bien en la técnica, por ejemplo, Sherwood MB et al., J Glaucoma.
oct. de 2004; 13(5):407-12. A new model of glaucoma filtering surgery in the rat; Miller MH et al., Ophthalmic Surg.
mayo de 1989; 20(5):350-7. Wound healing in an animal model of glaucoma fistulizing surgery in the Rb;
vanBoclocmeer FM et al., Retina. 1985 Fall-Winter; 5(4): 239-52. Models for assessing scar tissue inhibitors;
Wiedemann P et al., J Pharmacol Methods. ago. de 1984; 12(1): 69-78. Proliferative vitreoretinopathy: the Rb cell
injection model for screening of antiproliferative drugs.

Se describen modelos de cataratas en las siguientes publicaciones: Zhou et al., 2002. Invest Ophthalmol Vis
Sci.43:2293-300; Wang et al. 2004 Curr Eye Res. 29:51-58.

Se someten a prueba los compuestos de la tabla 5 y la tabla 4 en estos modelos de estados fibréticos, en los que se
encuentra que son eficaces en el tratamiento de fibrosis hepatica y otros estados fibréticos.

Sistemas de modelo de glaucoma

Se realizan pruebas de los ARNip activos de la descripcion para tratar o prevenir el glaucoma en un modelo de
animal de rata para aplastamiento del nervio dptico descrito, por ejemplo, en: Maeda et al., 2004 Investigative
Ophthalmology and visual Science (IOVS), 45:851. Especificamente, para la transeccion del nervio 6ptico se expone
el nervio éptico orbital (ON) de ratas anestesiadas mediante un enfoque supraorbital, se extirpan las meninges y se
someten a transeccion todos los axones en el ON mediante aplastamiento con pinzas durante 10 segundos, a 2 mm
desde la lamina cribosa.
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Se someten a prueba moléculas de acido nucleico tal como se divulgan en el presente documento en este modelo
de animal y los resultados muestran que estos compuestos de ARNip son utiles en el tratamiento y/o la prevencion
de glaucoma.

Modelo de aplastamiento del nervio éptico (ONC) en ratas: suministro de ARNip por via intravitrea y suministro
mediante colirio

Para la transeccion del nervio éptico se expone el nervio optico orbital (ON) de ratas anestesiadas mediante un
enfoque supraorbital, se extirpan las meninges y se someten a transeccion todos los axones en el ON mediante
aplastamiento con pinzas durante 10 segundos, a 2 mm de la lamina cribosa.

Se suministran los compuestos de ARNip solos o en combinacion en un volumen de 5 ul (10 ug/ul) como colirio.
Inmediatamente tras el aplastamiento del nervio 6ptico (ONC), se administran 20 ug/10 ul de ARNip de prueba o
10 ul de PBS a uno o ambos ojos de ratas Wistar adultas y se determinan los niveles de ARNip captado en las
retinas completas disecadas y sometidas a congelacion instantanea alas 5hy 1d, y después alos 2d, 4d, 7 d,
14d y 21 d tras la inyeccion. Se realizan experimentos similares con el fin de someter a prueba la actividad y
eficacia de ARNip administrado mediante colirio.

Sistemas de modelo de lesién isquémica por reperfusién tras trasplante de pulmén en ratas

Se logra lesion pulmonar por isquemia/reperfusion en un modelo de animal de rata tal como se describe en
Mizobuchi, et al., 2004 J Heart Lung Transplantation, 23 y en Kazuhiro et al., 2001 Am. J. Respir. Cell Mol Biol,
25:26-34.

Especificamente, tras inducir anestesia con isofluorano, se canula la traquea con un catéter de Teflon de calibre 14 y
se somete la rata a ventilacion mecanica con un ventilador para roedores usando oxigeno al 100 %, a una velocidad
de 70 respiraciones por minuto y 2 cm de H,O de presion de final de la respiracion positiva. Se ocluyen la arteria
pulmonar izquierda, las venas y el bronquio principal con una pinza de Castaneda. Durante la operacion, se
mantiene el pulmén humedo con solucidn salina y se cubre la incisidn para minimizar las pérdidas por evaporacion.
El periodo de isquemia tiene una duracion de 60 minutos. Al final del periodo isquémico se retira la pinza y se
permite que se ventile el pulmén y se somete a reperfusion durante otras 4 h, 24 h y 5 d tras la induccién de
isquemia pulmonar. Al final del experimento, se extirpan cuidadosamente los pulmones y o bien se congelan para la
extraccion de ARN o bien se fijan en una mezcla de glutaraldehido para su posterior analisis histologico.

El modelo de animal de bleomicina como modelo para fibrosis pulmonar idiopatica (IPF)

Se realizan pruebas de viabilidad del suministro al pulmén y al higado de ARNip formulado con vitamina A-
Coatsome administrado mediante inyeccion intravenosa y administracion intratraqueal de complejo de ARNip-
vitamina A-Coatsome a ratones sanos y ratones tratados con bleomicina.

Objetivo: Someter a prueba dos vias de administracion para determinar la viabilidad del suministro de ARNip
formulado con vitamina A-Coatsome a pulmones de ratén normales y fibréticos. Las principales hipdtesis que van a
someterse a prueba en el actual estudio son si la administracion sistémica de ARNip modificado formulado con
vitamina A-Coatsome proporciona una captacion eficaz y distribucion especifica de células en los pulmones de ratén
fibroticos y normales. La via intratraqueal de ARNip modificado formulado con vitamina A-Coatsome se sometera a
prueba en paralelo. Se realizara la deteccién de ARNip y la distribucion especifica de células en los pulmones y el
higado mediante hibridacion in situ (ISH).

El modelo de bleomicina de fibrosis pulmonar se ha desarrollado y caracterizado bien a lo largo de las ultimas tres
décadas (Moeller, et al. 2008 Int J Biochem Cell Biol, 40:362-82; Chua et al., 2005 Am J Respir Cell Mol Biol 33:9-
13). Los rasgos caracteristicos histologicos, tales como brotes intraalveolares, incorporacion mural de colageno y
obliteracion del espacio alveolar estan presentes en animales tratados con BLM de manera similar a pacientes con
IPF. Estudios iniciales demostraron que los ratones C57/B1 eran sistematicamente propensos a fibrosis de pulmén
inducida por BLM, mientras que los ratones Balb/C eran inherentemente resistentes. Dependiendo de la via de
administracion, se desarrollan diferentes patrones fibréticos. La instilacion intratraqueal de BLM da como resultado
una fibrosis acentuada broncocéntrica, mientras que la administracién intravenosa o intraperitoneal induce
cicatrizacion subpleural similar a la enfermedad en humanos (Chua et al. ibid.). Se usa un modelo de ratén de
neumonia intersticial habitual (UIP). Este modelo muestra una distribucion heterogénea de fibroproliferacion,
distribuida de manera subpleural, formando lesiones similares a las observadas en los pulmones de pacientes con
fibrosis pulmonar idiopatica (IPF) (Onuma, et al., 2001 J Exp Med 194:147-56, y Yamaguchi et al., 1988 Nature
336:244-46). La UIP se inducira mediante inyeccion intraperitoneal de bleomicina cada dos dias durante 7 dias para
una composicion constante de fibroproliferacion subpleural en el pulmoén de raton (Swiderski et al. 1998 Am J Pathol
152: 821-28, y Shimizukawa et al., 2003 Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 284: L526-32).

Los liposomas cargados con vitamina A que contienen ARNip interaccionan con la proteina de unién a retinol (RBP)
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y proporcionan un suministro eficaz a las HSC a través del receptor de RBP. Estos liposomas se captan eficazmente
mediante miofibroblastos activados que expresan receptor de RBP en los pulmones de ratones tratados con
bleomicina.

Disefo del estudio

Ratones - C57 B1 macho

N inicial (BLM i.p.) - 40 (para el primer grupo piloto, 34 para el estudio, teniendo en cuenta una mortalidad prevista
del 25 %)

N inicial (total) - 60
ARNip de prueba: compuestos de SERPINHI divulgados en el presente documento.

TABLA 8: Grupos:

N.° | Dosisde | Viade Régimen | Dosisde | Viade Régimen | Terminacion | N (antes de la
BLM, admin. de BLM ARNip, admin. de | de ARNip | trasla administracion
mg/kg de | de BLM mg/kg de | ARNip Ultima de ARNIp)
PC, en PC admin. de
0,1 ml de ARNip
solucion
salina
1 0,75 i.p. dias 0, 2, | 4,5 i.v. 2 al dia 2h 4
4,6

2 0,75 i.p. dias 0, 2, | 4,5 i.v. 2 al dia 24 h 4
4,6

3 0,75 i.p. dias 0, 2, | 2,25 it. 2 al dia 2h 4
4,6

4 0,75 i.p. dias 0, 2, | 2,25 it. 2 al dia 24 h 4
4,6

5 intacto n/a 45 i.v. 2 al dia 2h 4

6 intacto n/a 45 i.v. 2 al dia 24 h 4

7 intacto n/a 2,25 i.t. 2 al dia 2h 4

8 intacto n/a 2,25 i.t. 2 al dia 24 h 4

9 0,75 i.p. dias 0, 2, | n/a i.v. 2 al dia 2h 3

4,6 vehiculo
10 | 0,75 i.p. dias 0, 2, | n/a i.t. 2 al dia 24 h 3
4,6 vehiculo

11 Intacto n/a n/a intacto n/a cualquier 3

momento

Fibrosis _pulmonar_inducida por_bleomicina. Se inducira fibrosis pulmonar de ratones C57BL/6 hembra de 12
semanas de edad mediante instilacion intraperitoneal de clorato de bleomicina: 0,75 mg/kg de peso corporal disuelto
en 0,1 ml de solucioén salina cada dos dias durante 7 dias, en los dias 0, 2, 4 y 6.

Evaluacién piloto del establecimiento de fibrosis. Se someten los ratones (N=30) a tratamiento con BLM en grupos,
para permitir un intervalo de tiempo de una semana entre el primer grupo tratado (N=5) y el resto de los animales.
En el dia 14, se sacrifican dos ratones del primer grupo y se extirpan los pulmones para la tincion con HE rapida y
evaluacion histopatolégica rapida de la fibrosis. Cuando se confirma la fibrosis de pulmén, se clasifican las ratas
restantes en los grupos y se tratan con ARNip en el dia 14 tras el primer tratamiento con BLM. En caso de que no se
desarrolle fibrosis suficiente en los pulmones en el dia 14, se sacrifican los ratones restantes del primer grupo
tratado en el dia 21, seguido por evaluacion histopatoldgica rapida de la fibrosis. Se trata el resto de los animales
con complejo de ARNip de prueba comenzando a partir del dia 21 tras el tratamiento con BLM.

Administracion de ARNip. En el dia 14 o el dia 21 tras la primera administracion de BLM (a determinar durante el
estudio, basandose en la evaluacion piloto del establecimiento de fibrosis), se clasifican los animales en grupos,
segun el PC. A los animales de los grupos 1y 2 se les administra por via intravenosa (inyeccion en la vena de la
cola) complejo de ARNip/vitA/Coatsome, a una concentracion de ARNip de 4,5 mg/kg de PC. Se tratan los animales
intactos de la misma edad (grupos 5 y 6) de la misma manera. Se usaran animales tratados con BLM (grupo 9)
como control de vehiculo de vitA-Coatsome. A las 24 horas, se repite la inyeccién a todos los animales, como
anteriormente.

Los animales con BLM de los grupos 3 y 4, y los ratones intactos de los grupos 7 y 8, se anestesian con isofluorano
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y se someten a instilacion intratraqueal de ARNip 2,25 mg/kg de PC formulado en liposomas cargados con vitA. A
los ratones del grupo 10 con BLM se les administra unicamente vehiculo de vitA/Coatsome. Se repite la instilacion
intratraqueal tras 24 horas.

Terminacion del estudio. Se sacrifican los animales de los grupos 1, 3, 5, 7, 9 a las 2 horas tras la segunda inyeccion
o instilacion de complejo de ARNip. Se sacrifica los animales de los grupos 2, 4, 6, 8, 10 a las 24 horas tras la
segunda inyeccion o instilacion de complejo de ARNip.

Tras el sacrificio de los animales, se someten los ratones a perfusion por via transcardiaca con formalina tamponada
neutra al 10 %. Se inflan los pulmones con 0,8-1,0 ml de NBF al 10 %, y se ligan las traqueas. Se extirpan los
pulmones y se fijan durante 24 h en NBF al 10 %. Se extirpa el higado de cada animal y se fija en NBF al 10 %
durante 24 h.

Seccionamiento y evaluacion. Se preparan secciones consiguientes a partir de los pulmones y los higados. Se tifie
la primera seccion consiguiente con hematoxilina y eosina para la evaluacién de la morfologia del pulmén y el
higado, se tifie la segunda seccion con rojo sirio (tricromo) para identificar colageno. Se somete la tercera seccion
consiguiente a hibridacion in situ (ISH) para la deteccion de ARNip.

EJEMPLO 22: Actividad anti-fibrosis pulmonar in vivo de liposoma unido a VA que contiene ARNip

(1) Induccion de fibrosis pulmonar y administracion de farmaco

A ratas S-D macho (8 ratas/grupo, 8 semanas de edad, Charles River Laboratories Japan, Inc.) se les administraron
una vez 0,45 mg de bleomicina (BLM) disueltos en 0,1 ml de solucion salina en el pulmén mediante canulacion
intratraqueal (MicroSprayer, Penn-Century, Inc.) con anestesia, para producir un modelo de fibrosis pulmonar por
bleomicina. Con este método, se produce una fibrosis significativa en el pulmén generalmente tras aproximadamente
2 semanas. Se administrd la formulacion de liposoma (1,5 mg/kg como cantidad de ARNip, 1 mi/kg de volumen, es
decir, 200 pl para una rata de 200 g) o PBS (1 ml/kg de volumen) a las ratas a través de la vena de la cola,
comenzando a partir de las 2 semanas tras la administracion de bleomicina, durante un total de diez veces (cada
dos dias). Se sacrificaron las ratas a los dos dias tras el ultimo tratamiento, se realizé investigacion histoldgica del
tejido pulmonar (véase la figura 30). Se us6 ANOVA de un factor y la prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni para la evaluacion de la diferencia estadisticamente significativa.

La composicion del liposoma fue HEDC/S-104/DOPE/colesterol/PEG-DMPE/diVA-PEG-diVA (20:20:30:25:5:2 %
molar). Los detalles de ARNip fueron los siguientes:

Cadena S: 5’-idAB-rG-rA-rG-rA-rC-rA-rC-rA-rU-rG-rG-rG-rU-rG-25rC-25rU-25rA-
25rU-25rA-C3-P-¥’
Cadena AS:  5’-mU-rA-mU-rA-mG-rC-25rA-rC-mC-rC-mA-rU-mG-rU-mG-rU-mC-rU-
mC-C3-C3-3’

en las que: rX representa ribonucleétidos; mX representa 2’-O-metil-ribonucledétidos; 25rX representa ribonucleétidos
con uniones 2’-5’; C3 representa un espaciador de 1,3-propanodiol; idAB representa 1,2-didesoxi-D-ribosa invertida;
P representa un grupo fosfato en el extremo 3’-terminal. EI C3 de extremo 3’-terminal se introduce mediante
espaciador de 1,3-propanodiol cargado en soporte. El grupo fosfato (P) de extremo 3’-terminal se introduce mediante
el uso de espaciador de dietilsulfonilo (Pi) cargado en soporte.

(2) Investigacion histologica

Se fij6 en formalina una parte del pulmén extraido segun un método de rutina, y se sometié a tincion con azan
(Azocarmine, disolucion azul de anilina y naranja G). Tal como se muestra mediante los resultados de la tincién con
azan en la figura 31, en el grupo de administracion de PBS (enfermedad), se observd una imagen fibrética
apreciable caracterizada por aumento del intersticio debido a una gran cantidad de fibrillas colagenosas tefiidas de
azul, mientras que en el grupo de administracion de formulacioén (tratamiento), aparentemente se suprimié la fibrosis.

Tal como se muestra mediante los resultados de puntuacién histologica (puntuacion de T. Ashcroft) en la figura 32,
en el grupo de administracion de formulacion (tratamiento), la puntuacién de fibrosis se disminuyd significativamente.

EJEMPLO 23: Reduccién in vivo de ARNm de HSP47 (modelo de DMN)

Se evalud la actividad in vivo de los liposomas de HSP47 del ejemplo 22 en el modelo de dafio hepatico a corto
plazo (denominado modelo rapido). En este modelo, el dafio hepatico a corto plazo inducido por tratamiento con un
agente hepatotoxico tal como dimetilnitrosamina (DMN) viene acomparfiado de la elevacién de los niveles de ARNm
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de HSP47. Para inducir estos cambios, a ratas Sprague-Dawley macho se les inyecto por via intraperitoneal DMN en
seis dias consecutivos. Al final del periodo de tratamiento con DMN, se aleatorizaron los animales a grupos
basandose en el peso corporal de animales individuales. Se administré la muestra de liposoma como una Unica
dosis i.v. (0,375 o 0,75 mg/kg, reflejando la dosis de ARNip) una hora tras la ultima inyeccion de DMN. Un dia
después, se extirparon I6bulos hepaticos y se determinaron los niveles de ARNm tanto de HSP47 como de GAPDH
mediante ensayo de RT-PCR cuantitativa (TagMan). Se normalizaron los niveles de ARNm de HSP47 con respecto
a los niveles de GAPDH. Tal como se muestra en la figura 33, se detectd una reducciéon de ARNm robusta y
dependiente de la dosis para HSP47 en el higado. Tras una unica dosis de 0,75 mg/kg de ND-L02-0101, se observé
una reduccion del 80 % de ARNm de HSP47. Incluso a la dosis menor, de 0,375 mg/kg, se observé una atenuacion
significativa del 40 %.

Los solicitantes se reservan el derecho a incorporar fisicamente en esta solicitud todos y cada uno de los materiales
e informacion de cualquier articulo, patente, solicitud de patente, u otro documento fisico y electrénico.

Resultara facilmente evidente para un experto en la técnica que pueden realizarse diversas sustituciones y
modificaciones en la descripcion divulgada en el presente documento sin apartarse del alcance y espiritu de la
descripcion. Por tanto, tales realizaciones adicionales estan dentro del alcance de la presente descripcion y las
siguientes reivindicaciones. La presente descripcion ensefia a un experto en la técnica a someter a prueba diversas
combinaciones y/o sustituciones de modificaciones quimicas descritas en el presente documento para la generacion
de constructos de acido nucleico con actividad mejorada para mediar en la actividad de iARN. Tal actividad
mejorada puede incluir estabilidad mejorada, biodisponibilidad mejorada, y/o activacién mejorada de respuestas
celulares que median en iARN. Por tanto, las realizaciones especificas descritas en el presente documento no son
limitativas y un experto en la técnica puede apreciar facilmente que pueden someterse a prueba combinaciones
especificas de las modificaciones descritas en el presente documento sin experimentacién excesiva para identificar
moléculas de acido nucleico con actividad de iARN mejorada.

Las descripciones descritas de manera ilustrativa en el presente documento pueden ponerse en practica de manera
adecuada en ausencia de cualquier elemento o elementos, limitacion o limitaciones, no divulgados especificamente
en el presente documento. Por tanto, por ejemplo, los términos “un” y “una” y “el/la” y referentes similares en el
contexto de describir la descripcion (especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) deben
interpretarse como que cubren tanto el singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en el presente
documento o lo contradiga claramente el contexto. Los términos “que comprende”, “que tiene”, “que incluye”, “que
contiene”, etc. deben interpretarse de manera expansiva y sin limitacion (por ejemplo, significando “que incluye, pero
no se limita a”). Se pretende que la mencién de intervalos de valores en el presente documento simplemente sirva
como método abreviado para hacer referencia de manera individual a cada valor separado que se encuentra dentro
del intervalo, a menos que se indique lo contrario en el presente documento, y cada valor separado se incorpora en
la memoria descriptiva como si se mencionara individualmente en el presente documento. Todos los métodos
descritos en el presente documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo
contrario en el presente documento o lo contradiga claramente de otro modo el contexto. Se pretende que el uso de
todos y cada uno de los ejemplos, o términos a modo de ejemplo (por ejemplo, “tal como”) proporcionados en el
presente documento, simplemente ilustre mejor la descripcién y no suponga una limitacion sobre el alcance de la
descripcion a menos que se reivindique lo contrario. No debe interpretarse que ningun término en la memoria
descriptiva indica que ningun elemento no reivindicado sea esencial para la puesta en practica de la descripcion.
Adicionalmente, los términos y las expresiones empleados en el presente documento se han usado como términos
de descripcion y no de limitacion, y no se pretende que el uso de tales términos y expresiones excluya ningun
equivalente de las caracteristicas mostradas y descritas o partes de las mismas, sino que se reconoce que diversas
modificaciones son posibles dentro del alcance de la descripcion reivindicada. Por tanto, debe entenderse que
aunque la presente descripcion se ha divulgado especificamente mediante realizaciones preferidas y caracteristicas
opcionales, los expertos en la técnica pueden recurrir a la modificacion y variacion de las descripciones realizadas
divulgadas en el presente documento, y que se considera que tales modificaciones y variaciones estan dentro del
alcance de esta descripcion.

La descripcion se ha descrito de manera amplia y genérica en el presente documento. Cada una de las especies y
agrupamientos subgenéricos mas estrechos que se encuentran dentro de la divulgacion genérica también forman
parte de la descripcion. Esto incluye la descripcion genérica de la descripcion con una condicion o limitacion
negativa que elimina cualquier contenido del género, independientemente de si el material extraido se menciona
especificamente en el presente documento o no. Otras realizaciones se encuentran dentro de las siguientes
reivindicaciones. Ademas, cuando se describen caracteristicas o aspectos de la descripcion en términos de grupos
de Markush, los expertos en la técnica reconoceran que la descripcidon también se describe de ese modo en
términos de miembros individuales o subgrupos de miembros del grupo de Markush.

También se describen los siguientes puntos:
1. Composicion farmacéutica que comprende un portador de farmaco y una molécula de acido nucleico bicatenario,

en la que el portador de farmaco comprende una cantidad especifica de células estrelladas de un retinoide, y en la
que la molécula de acido nucleico bicatenario comprende la estructura:
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5 (Nk-Z 3’ (cadena antisentido)
3 Z-(N)y-z 5 (cadena sentido)

en la que cada uno de N y N’ es un nucleétido que puede no estar modificado o estar modificado, o un resto no
convencional;

en la que cada uno de (N)x y (N’), es un oligonucledtido en el que cada N o N’ consecutivo esta unido al siguiente N
o N’ mediante un enlace covalente;

en la que cada uno de Z y Z' estd independientemente presente o ausente, pero si esta presente incluye
independientemente 1-5 nucledtidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacion de los
mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente;

en la que z’ puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5-terminal de (N’)y;

en la que cada uno de x e y es independientemente un numero entero de entre 18 y 40;
en la que la secuencia de (N'), tiene complementariedad con respecto a la secuencia de (N)y; y

en la que (N)x incluye una secuencia antisentido con respecto a la secuencia codificante de ARNm para hsp47
humana mostrada a modo de ejemplo mediante SEQ ID NO: 1.

2. Composicion farmacéutica segun el punto 1, en la que el portador de farmaco comprende secuencias
oligonucleotidicas seleccionadas del grupo que consiste en las secuencias SEQ ID NO: 60 y 127 (SERPINH1_2)
SEQ ID NO: 98 y 165 (SERPINH1_45a) y SEQ ID NO: 101 y 168 (SERPINH1_51).

3. Composicion farmacéutica segun el punto 1, en la que el retinoide consiste en una molécula seleccionada del
grupo que consiste en vitamina A, acido retinoico, retinal, tretinoina, adapaleno, palmitato de retinol y fenretinida (4-
HPR).

4. Composicién farmacéutica segun el punto 1, en la que el portador de farmaco comprende ademas una molécula
de retinoide conjugada con una molécula de polietilenglicol.

5. Composiciéon farmacéutica segun el punto 4, en la que la molécula de retinoide conjugada con molécula de
polietilenglicol es diVA-PEG-diVA.

6. Composicion farmacéutica segun el punto 1, en la que el retinoide esta al menos parcialmente expuesto en el
exterior del portador de farmaco antes de que el portador de farmaco alcance la célula estrellada.

7. Composicion farmacéutica segun el punto 1, en la que el portador de farmaco esta en una forma seleccionada del
grupo que consiste en una micela polimérica, un liposoma, una emulsion, una microesfera y una nanoesfera.

8. Composicion farmacéutica segun el punto 7, en la que el portador de farmaco esta en una forma de una vesicula
lipidica que comprende una bicapa de moléculas lipidicas.

9. Composicién farmacéutica segun el punto 8, en la que el retinoide es del 0,2% en peso al 20% en peso de las
moléculas lipidicas.

10. Composicion farmacéutica segun el punto 8, en la que las moléculas lipidicas comprenden HEDC
11. Composicion farmacéutica segun el punto 10, en la que las moléculas lipidicas comprenden S104.

12. Composicién farmacéutica segun el punto 1, en la que la molécula de acido nucleico bicatenario esta expuesta
en la superficie exterior de la vesicula lipidica.

13. Composicion farmacéutica segun el punto 1, en la que la molécula de acido nucleico bicatenario esta
encapsulada por la vesicula lipidica.

14. Composicion farmacéutica segun el punto 13, en la que la molécula de acido nucleico bicatenario es resistente a
nucleasas.

15. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-14, en la que una cadena de la molécula de acido
nucleico bicatenario comprende SEQ ID NO: 127 y la segunda cadena comprende SEQ ID NO: 60.
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16. Composicion farmacéutica segun el punto 15, en la que la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 127,y la
cadena sentido comprende SEQ ID NO: 60.

17. Composicién farmacéutica segun el punto 16, en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonuclestidos modificados con 2’-O-metilo; un 2’-5'-ribonucleétido en al menos una de las posiciones 1,5,6 0 7;y
un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la que la cadena sentido
comprende ademas al menos un 2’-5'-ribonucleétido o ribonucleétido modificado con 2’-O-metilo; un resto distinto de
nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de ocupacién de centros reactivos unido
covalentemente al extremo 5’-terminal.

18. Composicién farmacéutica segun el punto 16, en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonuclestidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5’-ribonucledtido en
la posicién 7; y un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la que la cadena
sentido comprende ademas cinco 2’-5'-ribonucleétidos consecutivos en las posiciones 3’-terminales 15, 16, 17, 18 y
19; un resto distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5’-terminal.

19. Composicién farmacéutica segun el punto 16, en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2'-O-metilo en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; y un resto distinto de
nucledtido C3C3 unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la que la cadena sentido comprende ademas un
resto distinto de nucleétido C3Pi unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5’-terminal.

20. Composicion farmacéutica segun el punto 16, en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5-ribonucleétido
en la posicion 7; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la
que la cadena sentido comprende ademas cinco 2’-5-ribonucleétidos consecutivos en las posiciones 3'-terminales
15, 16, 17, 18 y 19; un resto distinto de nucledtido C3Pi unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto
abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

21. Composicion farmacéutica segun el punto 16, en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5-ribonucleétido
en la posicion 7; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la
que la cadena sentido comprende ademas cinco 2’-5-ribonucleétidos consecutivos en las posiciones 3’-terminales
15, 16, 17, 18 y 19; un resto distinto de nucledtido C3Pi unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto
abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

22. Composicion farmacéutica segun el punto 16, en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5-ribonucleétido
en la posicion 7; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la
que la cadena sentido comprende ademas ribonucleé6tidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 7, 13, 16 y
18; un 2’-5-ribonucledtido en la posicion 9; un resto distinto de nucleétido C3 unido covalentemente al extremo 3'-
terminal; y un resto abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

23. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-14, en la que una cadena de la molécula de acido
nucleico bicatenario comprende SEQ ID NO: 98 y la segunda cadena comprende SEQ ID NO: 165.

24. Composicidon farmacéutica segun el punto 23, en la que la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 98 y la
cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 165:

25. Composicion farmacéutica segun el punto 24, en la que la cadena sentido comprende ademas 2'-5-
ribonucledtidos en las posiciones en o cerca del extremo 3-terminal; un resto distinto de nucleétido unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de ocupacidon de centros reactivos unido covalentemente al
extremo 5'-terminal; y la cadena antisentido comprende ademas un ribonucleétido modificado con 2°-O-metilo; un 2’-
5’-ribonucledtido en al menos una de las posiciones 5, 6 o 7; y un resto distinto de nucleétido unido covalentemente
al extremo 3’-terminal.

26. Composicion farmacéutica segun el punto 24, en la que la cadena sentido comprende ademas 2'-5'-
ribonucledtidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un resto C3-OH 3’ unido covalentemente al extremo 3’-
terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y la
cadena antisentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11,
13, 15, 17 y 19; un 2’-5'-ribonucledtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-
terminal.
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27. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-14, en la que una cadena de la molécula de acido
nucleico bicatenario comprende SEQ ID NO: 101 y la segunda cadena comprende SEQ ID NO: 168.

28. Composicidon farmacéutica segun el punto 1, en la que la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 101 y la
cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 168.

29. Composicion farmacéutica segun el punto 28, en la que la cadena sentido comprende ademas ribonucleétidos
de pirimidina modificados con 2’-O-metilo; un 2’-5’-ribonucleétido opcional en una de la posicion 9 o 10; un resto
distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de ocupacion de centros reactivos
unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y en la que la cadena antisentido comprende ademas un ribonucleétido
modificado con 2’-O-metilo; un 2’-5'-ribonucleétido en al menos una de las posiciones 5, 6 o 7; y un resto distinto de
nucleétido unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

30. Composicion farmacéutica segun el punto 28, en la que la cadena sentido comprende ademas ribonucleétidos
modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 4, 11, 13 y 17; un 2’-5’-ribonucledtido en la posicion 9; un resto distinto
de nucledtido C30OH unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico
invertido unido covalentemente al extremo 5-terminal; y en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 4, 8, 11 y 15; un 2’-5-ribonucleétido en la posicion
6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

31. Composicion farmacéutica segun el punto 28, en la que la cadena sentido comprende ademas ribonucleétidos
modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 4, 11, 13 y 17; un resto distinto de nucleétido C30OH unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5’-terminal; y en la que la cadena antisentido comprende ademas ribonucledtidos modificados con 2'-O-
metilo en las posiciones 1, 4, 8, 13 y 15; un 2’-5-ribonucledtido en la posicién 6; y un resto C3Pi-C30H unido
covalentemente al extremo 3’-terminal.

32. Composicion farmacéutica segun el punto 28, en la que la cadena sentido comprende ademas ribonucleétidos
modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 2, 4, 11, 13 y 17; un resto distinto de nucleétido C30H unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al
extremo 5’-terminal; y en la que la cadena antisentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-
metilo en las posiciones 1, 4, 8, 11 y 15; un 2’-5'-ribonucleétido en la posicién 6; y un resto distinto de nucleétido
C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

33. Composicién farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-32, la molécula de acido nucleico bicatenario
reduce la expresion de hsp47 en la célula estrellada.

34. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-32, en el que la composicién previene o trata una
enfermedad asociada con hsp47.

35. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-34, en el que la composicién previene o trata una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en fibrosis de érganos y tejidos incluyendo higado, pulmén, rifién,
pancreas, piel, corazén, cerebro, intestino, colon, cuerdas vocales, peritoneo, ojo, musculo, médula ésea, hueso,
ovario, uréter y utero; y cancer y tejidos fibréticos asociados con cancer.

36. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion farmacéutica previene
o trata fibrosis hepatica.

37. Composicién farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion farmacéutica previene
o trata fibrosis pulmonar.

38. Composicién farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion farmacéutica previene
o trata fibrosis renal.

39. Composicidon farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composiciéon previene o trata
fibrosis peritoneal.

40. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion previene o trata dafio
hepatico crénico.

41. Composicion farmacéutica segin cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion previene o trata
fibrilogénesis.

42. Composicion farmacéutica segin cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion previene o trata

cirrosis hepatica debida a hepatitis C tras trasplante de higado o esteatohepatitis no alcohdlica (NASH); fibrosis
pulmonar idiopatica; neumonia por radiacién que conduce a fibrosis pulmonar; nefropatia diabética; esclerosis
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peritoneal asociada con dialisis peritoneal ambulatoria continua (CAPD) o penfigoide cicatricial ocular.

43. Composicion farmacéutica segin cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion previene o trata
cirrosis hepatica debida a hepatitis C tras trasplante de higado o esteatohepatitis no alcoholica (NASH).

44. Composicion farmacéutica segin cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion previene o trata
fibrosis pulmonar idiopatica.

45. Composicion farmacéutica segin cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion previene o trata
neumonia por radiacién que conduce a fibrosis pulmonar.

46. Composicion farmacéutica segin cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion previene o trata
nefropatia diabética.

47. Composicion farmacéutica segin cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion previene o trata
esclerosis peritoneal asociada con dialisis peritoneal ambulatoria continua (CAPD).

48. Composicion farmacéutica segin cualquiera de los puntos 1-34, en la que la composicion previene o trata
penfigoide cicatricial ocular.

49. Método para tratar o prevenir una enfermedad, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de la
composicion farmacéutica segun cualquiera de los puntos 1-48 a un sujeto que lo necesita.

50. Método del punto 49, en el que la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en hepatitis, fibrosis
hepatica, cirrosis hepatica, cancer de higado, pancreatitis, fibrosis pancreatica, cancer pancreatico, cicatrizacion de
las cuerdas vocales, fibrosis de la mucosa de las cuerdas vocales y fibrosis de la laringe.

51. Método del punto 49, en el que la enfermedad es hepatitis o fibrosis hepatica.

52. Método del punto 49, en el que la enfermedad esta asociada con infeccién crénica por el virus de la hepatitis C
(VHC).

53. Método segun el punto 49, en el que la preparacion se administra por via parental.
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REIVINDICACIONES
Composicion farmacéutica que comprende

(i) una molécula de acido nucleico bicatenario y un portador de farmaco que comprende una mezcla de un
retinoide y un lipido, en la que la molécula de acido nucleico bicatenario comprende la estructura (A1):

(A1) % (N)x-Z 3’ (cadena antisentido)
3 Z-(N'), -z 5’ (cadena sentido)

en la que cada uno de N y N’ es un nucledtido que puede no estar modificado o estar modificado, o un resto
no convencional;

en la que cada uno de (N)x y (N’)y es un oligonucledtido en el que cada N o N’ consecutivo esta unido al
siguiente N o N’ mediante un enlace covalente;

en la que cada uno de Z y Z' esta independientemente presente o ausente, pero si esta presente incluye
independientemente 1-5 nucleétidos o restos distintos de nucleétidos consecutivos o una combinacién de
los mismos unidos covalentemente al extremo 3’-terminal de la cadena en la que esta presente;

en la que z” puede estar presente o ausente, pero si esta presente es un resto de ocupacién de centros
reactivos unido covalentemente al extremo 5’-terminal de (N’)y;

en la que cada uno de x e y es independientemente un numero entero de entre 18 y 40;
en la que la secuencia de (N’), tiene complementariedad con respecto a la secuencia de (N)y;

en la que (N)x incluye una secuencia antisentido con respecto a la secuencia codificante de ARNm para
hsp47 humana mostrada a modo de ejemplo mediante SEQ ID NO: 1; y

en la que el lipido comprende un lipido seleccionado del grupo que consiste en

o]

WO Br
0\,
\N /u\// N \//\OH
/J

0 HEDC

0 S104;
o

(i) una molécula de acido nucleico bicatenario que comprende una cadena sentido y una cadena
antisentido en la que las cadenas sentido y antisentido se seleccionan de los oligonucleétidos descritos
como SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127), SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165) y SERPINH1_51
(SEQ ID NO: 101 y 168), y un portador de farmaco que comprende una mezcla de una vesicula lipidica y un
retinoide o un conjugado de retinoide, en la que la vesicula lipidica comprende un lipido seleccionado del
grupo que consiste en
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0 \
\‘—\ \"?\/’\
/“‘/N / OH
\/\/\/\/\/\/\H/O
0 HEDC

/\/\/\/\/\/\jj\o o
\—\NJ\/S\/\N/
s~ !

\/\/\/\/\/\/\H/O

0 S104.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en el que el conjugado de retinoide es un conjugado
de PEG.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la cadena
antisentido comprende SEQ ID NO: 127 y la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 60; en la que la
cadena antisentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo; un 2’-5-ribonucleétido
en al menos una de las posiciones 1, 5, 6 o 7; y un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al
extremo 3’-terminal; y en la que la cadena sentido comprende ademas al menos un 2’-5'-ribonucleétido o
ribonucledtido modificado con 2-O-metilo; un resto distinto de nucledétido unido covalentemente al extremo
3’-terminal; y un resto de ocupacion de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5’-terminal.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la cadena
antisentido comprende SEQ ID NO: 127 y la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 60; en la que la
cadena antisentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 3, 5,
9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5-ribonucledtido en la posicién 7; y un resto distinto de nucleétido unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la que la cadena sentido comprende ademas cinco 2’-5'-
ribonucledtidos consecutivos en las posiciones 3’-terminales 15, 16, 17, 18 y 19; un resto distinto de
nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido covalentemente
al extremo 5’-terminal.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la cadena
antisentido comprende SEQ ID NO: 127 y la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 60; en la que la
cadena antisentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 3,
5,9, 11, 13, 15, 17 y 19; y un resto distinto de nucleétido C3C3 unido covalentemente al extremo 3’-
terminal; y en la que la cadena sentido comprende ademas un resto distinto de nucledtido C3Pi unido
covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-
terminal.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la cadena
antisentido comprende SEQ ID NO: 127 y la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 60; en la que la
cadena antisentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 3,
5,9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5-ribonucledtido en la posicién 7; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-
C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y en la que la cadena sentido comprende ademas cinco
2’-5’-ribonucledtidos consecutivos en las posiciones 3’-terminales 15, 16, 17, 18 y 19; un resto distinto de
nucleétido C3Pi unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5’-terminal.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la cadena
antisentido comprende SEQ ID NO: 127 y la cadena sentido comprende SEQ ID NO: 60; en la que la
cadena antisentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 3,
5,9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2’-5-ribonucledtido en la posicién 7; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-
C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal; y en la que la cadena sentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 7, 13, 16 y 18; un 2’-5'-ribonucleétido en la
posicion 9; un resto distinto de nucledtido C3 unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto
abasico invertido unido covalentemente al extremo 5’-terminal.
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Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la cadena sentido
comprende SEQ ID NO: 98 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 165; en la que la cadena
sentido comprende ademas 2’-5’-ribonucledtidos en las posiciones en o cerca del extremo 3’-terminal; un
resto distinto de nucledétido unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de ocupacion de centros
reactivos unido covalentemente al extremo 5-terminal; y en la que la cadena antisentido comprende
ademas un ribonucleétido modificado con 2’-O-metilo; un 2’-5’-ribonucleétido en al menos una de las
posiciones 5, 6 0 7; y un resto distinto de nucledtido unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la cadena sentido
comprende SEQ ID NO: 98 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 165; en la que la cadena
sentido comprende ademas 2’-5-ribonucledtidos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19; un resto C3-OH 3’
unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido
covalentemente al extremo 5-terminal; y en la que la cadena antisentido comprende ademas
ribonucledtidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19; un 2-5-
ribonucleodtido en la posicion 7; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-terminal.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la cadena sentido
comprende SEQ ID NO: 101 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 168; en la que la cadena
sentido comprende ademas ribonucleétidos de pirimidina modificados con 2-O-metilo; un 2’-5'-
ribonucledétido opcional en una de la posicién 9 o 10; un resto distinto de nucleétido unido covalentemente al
extremo 3’-terminal; y un resto de ocupacién de centros reactivos unido covalentemente al extremo 5'-
terminal; y en la que la cadena antisentido comprende ademas un ribonucleétido modificado con 2’-O-
metilo; un 2’-5’-ribonucledtido en al menos una de las posiciones 5, 6 o 7; y un resto distinto de nucleétido
unido covalentemente al extremo 3’-terminal.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la cadena sentido
comprende SEQ ID NO: 101 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 168; en la que la cadena
sentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 4, 11, 13y 17; un
2’-5'-ribonucledtido en la posicién 9; un resto distinto de nucleétido C30H unido covalentemente al extremo
3’-terminal; y un resto de desoxirribonucleétido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-
terminal; y en la que la cadena antisentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo
en las posiciones 1, 4, 8, 11 y 15; un 2’-5’-ribonucleétido en la posicion 6; y un resto C3Pi-C30H unido
covalentemente al extremo 3’-terminal.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la cadena sentido
comprende SEQ ID NO: 101 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 168; en la que la cadena
sentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 4, 11, 13y 17; un
resto distinto de nucledtido C3OH unido covalentemente al extremo 3-terminal; y un resto de
desoxirribonucledtido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y en la que la cadena
antisentido comprende ademas ribonucleotidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 4, 8, 13y
15; un 2’-5-ribonucledtido en la posicion 6; y un resto C3Pi-C30H unido covalentemente al extremo 3'-
terminal.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la cadena sentido
comprende SEQ ID NO: 101 y la cadena antisentido comprende SEQ ID NO: 168; en la que la cadena
sentido comprende ademas ribonucleétidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 2, 4, 11, 13y 17;
un resto distinto de nucledtido C30H unido covalentemente al extremo 3’-terminal; y un resto de
desoxirribonucleodtido abasico invertido unido covalentemente al extremo 5'-terminal; y en la que la cadena
antisentido comprende ademas ribonucleotidos modificados con 2’-O-metilo en las posiciones 1, 4, 8, 11y
15; un 2-5-ribonucledtido en la posicion 6; y un resto distinto de nucleétido C3Pi-C30H unido
covalentemente al extremo 3’-terminal.
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sefal de fluorescencia (normalizada)

Tratamiento:
1. solo células
2. RNAIMAX
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3. RNAIMAX + ARNip aleatorizado

4. RNAIMAX + siGFP
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Linea celular 293_GP46-GFP

Linea celular 293_HSP47-GFP
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Linea celular 293 GP46-GFP

Linea celular 293 HSP47-GFP
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