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TITULO

siRNA y shRNA para la elaboracién de medicamentos frente a la presiéh

intraocular elevada.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion trata de la elaboraciéon de -composiciones
farmacéuticas para - el tratamiento de ‘la hipertension ocular. Mas
concretamente se refiere al empleo de la tecnologia de los siRNA para

silenciar de manera selectiva el gen del receptor purinérgico P2Y>.
ESTADO DE LA TECNICA

Desde hace relativamente poco tiempo [0s investigadores han observado que
el RNA de doble hebra (dsRNA, del inglés doble strand RNA) tiene

- propiedades interesantes al ser capaz de inhibir la expresion de genes. Esta

capacidad de silenciar un gen tiene un amplio potencial para el tratamiento de

algunas enfermedades humanas motivo por el cual tanto empresas como

laboratorios de las univeréidades estan poniendo un gran esfuerzo en el

desarrollo de nuevas terapias basadas en esta tecnologia.

Se considera que el mecanismo principal que tiene el dsRNA para inducir el
silenciamiento de genes en mamiferos es la degradaciéh‘del RNA mensajero
(MRNA). En este caso, al dsRNA que degrada el mRNA se le llama siRNA
(del ihglés small interference RNA) o iRNA'(interférente RNA).

Los primeros abordajes para‘el uso de dsRNA con el fin de silenciar un gen
en particLllar tuvieron como resultado la sintesis de cadenas demasiado
grandes que condujeron a fenomenos no deseados. De hecho, se ha
comprobado que existe una limitacién en mamiferos: siRNA de longitud

superior a 30 nucledtidos producen respuesta inespecifica a interferon debido
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a que activan un mecanismo celular de defensa ante infecciones viricas. Esta

" observacién puso de manifiesto la neces‘idad de buscar cadenas de dsRNA

que no fuesen demasiado grandes.

Recientemente, se ha podidé comprobar que' cadenas entre 18 y 30 pares de
bases de dsRNA pueden entrar en células y tejidos y, si su secuencia esta
bien escogida, pueden destruir selectivamente un mRNA sin disparar la
respuesta del interferdn. A estas moléculas de dsRNA con una secuencia
especifica para destruir a su. vez a un mRNA en particular se les ha

denominado siRNA, como se ha descrito anteriormente.

La estructura de los denominados siRNA proviene del procesamiento de los
dsRNA por mediacion del enzima DICER, una proteina que pertenece a la
familia de la RNasa lll, que escinde el dsRNA en fragmentos pequefios. Un
complejo de proteinas denominado RISC (del inglés RNA induced silencing
complex) recoge estos siRNA y a continuacion busca y destruye cualquier
RNA presente en la célula con una secuencia complementaria, como es el
mRNA diana para el que se disefid el dsRNA. El mecanismo de accioén de los
siRNA asi como algunos de sus usos se pueden ver en las siguientes

referencias: Provost et al. (2002) Ribonuclease Activity and RNA Binding of .

- Recombinant Human Dicer, EMBO J. 21(21): 5864-5874; Tabara et al. (2002)

The dsRNA Binding Protein RDE-4 Interacts with RDE-1, DCR-1 and a DexH-
box Helicase fo Direct RNAI in C. elegans, Cell 109(7):861-71, Marti’nez et al.,
(2002) Single-Stranded Antisensé siRNAs Guide Target RNA Cleavage in
RNAi, Cell.110(5):563-574; Hutvagner & Zamore (2002) A microRNA in a
multiple-turnover RNAI enzyme complex, Science 297:2056‘; (para la revision
vea Bosher & Labouesse (2000) RNA interference: genetic wand and genetic
watchdog. Nat. Cell. Biol. 2 (2): E31-E36). De modo resumido, el fenémeno
de la interferencia o silenciamiento del RNA se completa mediante los
siguientes pasos: (i) en primer lugar se produce el reconocimiento del dsRNA
y la unién a DICER; (ii) a continuacién, la actividad RNasa il de DICER
produce la escisiéon del dsRNA dando lugar a la produccion de siRNA; (ii) se
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produce" la asociacién de los siRNA al complejo- proteico RISC que (iv)l
reconoce el mRNA:complementario diana y (v) induce la ruptura del mRNA

“diana en el centro de la region complementaria al siRNA; (vi) el ultimo paso

consiste en la degradaciéon del mRNA diana y el reciclaje del complejo RISC.

Las dds principales ventajas de esta tecnologia consisten en. que el efecto es
bastante mééf duradero que el de un farmaco normal y que la interferencia se
mantiene, in vitro, después de numerosas divisiones celulares. Otra
caracteristica fundémental es que el siRNA se disefia de manera espeéifica
por lo que se puede inhibir la expresion de un gén sin afectar a ningun otro
(Kisielow, M. et al. (2002) Isoform-specific knockdown and expression of
adaptor protein ShcA using small interfering RNA, J. Biochem. 363:1-5). Esto
no solo permite aplicaciones selectivas para patologias muy complejas sino
que, ademés, los siRNA pueden emplearse para comprobar la participaciéon
de un determinado gen (y por ende su proteina) en los procesos bioquimicos

y fisiologicos de una célula.

Se han utilizado diversos sistemas en los que, con el empleo de siRNA, se ha
logrado la supresion especifica de la biosintesis de proteinas en diferentes
lineas celulares mamiferas, de modo que este método ha permitido asignar

una funcion a los genes. Por ejemplo, se ha podido demostrar la inhibicion de

_la expresién génica a nivel postranscripcional en células eucariéticas. En este

contexto, los IRNA son una herramienta excelente para evaluar rapidamente

la funcién del gen y para revelar fenotipos nulos.

Mas alla de los posibles papeles de este tipo de RNA como herramienta para
comprender el significado de los genes esta el empleo con fines terapéuticos.

De este modo se podria emplear los iRNA para tratar enfermedades.
El glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa que ocurre en muchos

casos como consecuencia del incremento en la presion intraocular (P10) que

estrangula la arteria ciliar privando de flujo sanguineo a la retina e induciendo
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la muerte de las células retinianas con ia consiguiente pérdida de vision. Si la
PIO es muy elevada el nervio dptico puede ser incluso estrangulado con lo '
que el proceso es, si cabe, mas grave. El caso mas habitual de glaucoma es
éI‘ que se acaba de comentar, que se denomina de angulo .abierto, y su
prevalencia es notable en mayores de 40 afios, entré quienes fiene una.

incidencia de un caso cada 200 personas.

No se conocen bien los motivos que pueden desencadenar el glaucoma, pero
parece que podria tener un componente genético. Por ejemplo, el gen de la
ﬁwiocilina, presenta mas de 30 mutaciones y se ha comprobado que es
responsable del 5% de los casos de glaucoma de angulo abierto (véase las
revisiones en Wirtz & Samples (2003) The genetic loci of open angle
glaucoma. Ophtalmopl: Clin. North Am. 16: 505-514, y Khaw et al., (2004)
Glaucoma -1: diagnosis. BMJ, 328: 97-99).

Las terapias que actualmente se estan desarrollando frente al glaucoma
pasan por la cirugia y fa farmacologfa, con el fin de hacer caer la presién
intraocular anormalmente elevada en estos pacientes. Al margen de la

cirugia, la farmacologia se lleva a cabo por medio de 5 tipos de familias de-

farmacos:

Inhibidores de las anhidrasas carbonicas;
Agentes betabloqueantes;

Agentes agonistas alfaadrenérgicos;
Pa{rasimpéticojrniméticos;

Anélogos de las protaglandinas.
Todas y cada una de estas aproximaciones presentan ventajas e

inconvenientes y son precisamente los inconvenientes los que demandan la

generacion de nuevas estrategias para el tratamiento de esta patologia.
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| Recientémente en la patente VV02006021817 se describe el disefio y empleo

- de iIRNA para el tratamiento de las patologias oculares y en particular en el

tratamiento del glaucoma. Sin embargo, las dianas seleccionadas por los

‘inventores nada tienen que ver, ni ponen en compromiso alguno, con la

invencion que aqui se describe. La mencionada patente reivindica 1829
secuencias oligonucleotidicas para las anhidrasas carbonicas Ii, IV y XII, para
los receptores adrenérgicos betal y beta2, alfala, para la acetilcolinesterasa,
ciclooxigenasas 1 y 2, ATPasas, ELAM, el sistema renina angiotensina y Ia‘
coclina: En ninglin momento se reivindica el uso de un iRNA para silenciar el

gen de la proteina que se reivindicahen este documento.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un siRNA para la elaborabién de
medicamentos frente a la presién intraocular elevada en animales y humanos.
Patologias como el glaucoma, la uveitis y los procesos inflamatorios suelen
ocurrir con incrementos notables de la presion intraocular. El siRNA de la
invencién es especifico para el silenciamiento del gen que codifica el receptor
purinérgico P2Y;, que es uno de los receptoreé' purinérgicos P2Y con
influencia en el comportamiento del humor acuoso.. El silenciamiento y la no
expresion de este gen se deben al empleo de un RNA de doble hebra que

directamente interfiere con el mRNA del receptor P2Y>.

En la presente invencién el gen del receptor purinérgico P2Y; se denomina
también gen diana puesto que es su expresion la que especifica y

selectivamente se silencia.

El disefio del siRNA se establece entorno a unos criterios generales commo
son una longitud entre 21 y 26 pares de bases, la seleccion de la region

homdloga dentro del gen, distancia del codén de iniciacién, contenido G/C y

la localizacion de dimeros de adenosina. Dado que esto no es un proceso
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exacto es necesario disefiar varias secuencias y ensayarlas para asi

seleccionar aquella mas adecuada.

De una manera mas detallada, para una buena seleccion de la secuencia de

un siRNA se deben seguir los siguientes pasos:

1.- En la secuencia del mRNA, buscar una region localizada de 50 a 100
nucledtidos en sentido 3' desde el codéon AUG de iniciacion. '

2.- En esta regidon se buscan las secuencias AA(N19), CA(N19), es decir, |
secuencias de 19 pares de bases precedidas bien por AA o bien por CA.

3.- El porcentaje ideal de G/C debe ser superior al 30% pero no sobrepasar el
70% (50% seria ideal). ,

4.- Se evitan secuencias con las siguientes repeticiones: AAA, CCC, GGG,
TTT, AAAA, CCCC, GGGG, TTTT.

5.- Se realiza una prediccion de la estructura secundaria del mRNA.

6.- Se realiza una busqueda por homologia de secuencias en bases de datos

especializadas (es decir, un BLAST a través de las bases de datos tipo NCBI

ESTs) con las secuencias que se ajustan mejor a los requisitos aqui

expuestos, para garantizar que solo se va a silenciar el gen que nos interesa.
La secuencia oligonucleotidica para la que se han disefiado los siRNA de la

invencion incluye 19 nucledtidos del gen del receptor purinérgico P2Y; y es la
siguiente (SEQ ID NO 1):

CCTGTACTGCAGCATCCTC

Esta sécuencia es la secuencia diana y se corresponde con la del fragmento
de mRNA del receptor purinérgico P2Y, contra la que se ha disefiado los
siRNA,
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La invencién también se refiere a siRNA de-entre 19 y 26 nucledtidos cuyas
secuencias contienen los 19 nucledtidos disefiados frente a la secuencia

diana definida mas arriba.

Por otro lado, las dos hebras de los siRNA de la invencion pueden tenér uno
o mas nuclebtidos en el extremo 3', preferentemente. dos, que no se
complementan con la hebra complementaria. Estos nucleétidos libres pueden
ser tanto ribonucledtidos como deoxyribonucledtidos. Por ejemplo, las dos
hebras de._los siRNA de la invenciéon pueden comprender dos desoxitiminas

(TT) o dos uridinas (uu) libres en ambos extremos 3'.

Ademas, la invencién incluye siRNA cuyas secuencias difieren de la de los
siRNA frente a SEQ ID NO 1 en uno o mas nucleétidos, pero que cumplen el
requisito de mediar la degradacion del mRNA del gen diana por la accién del
fénc’)meno de interferencia de RNA. Los nucléétidos en que difieren las
secuencias de ~estos siRNA pueden haber sido modificados mediante

procedimientos quimicos o enzimaticos.

Ademas del silenciamiento mediante siRNA, otra posijbilidad es el
silenciamiento mediado por shRNA o RNA en . horquilla. El shRNA es una
molécula de RNA que contiene una secuencia nucleotidica “sentido” (5°-3),
una secuencia nucleotidica antisentido(3-57), y una secuencia corta entre la
“secuencia sentido” y la “antisentido”. Debido a la complementariedad de las
secuencias sentido y antisentido, tales moléculas de RNA tienden a formar un
RNA de doble cadena con un bucle (el bucle es la secuencia corta). EIl ShRNA
se‘ reproduce a partir de un vector, bajo la expresién de un promotor de la
RNA polimerasa lll. El shRNA expresado se exporta al citoplasma donde es
procesado por el DICER de igual forma que el dsRNA vy, de esta manéra, se
incorpora a la ruta de silenciamiento del siRNA. Esta forma de silenciar se

utiliza cuando se quiere conseguir un silenciamiento duradero, “estable”.
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Uno de los aspectos de esta invencion se refiere a un shRNA cuya cadena -
antisentido contiene la. secuencia complementaria a SEQ ID NO 1 vy que es
capaz de silenciar la expresion del "gen del receptor purinérgico P2Y>. Ambas
cadenas (sentido y. antisentido) pueden contener ‘de 19 a 29 nuc{leétid‘oé

distribuidos indistintamente entre ambas secuencias.

La invencion también incluye shRNA cuyas secuencias difieren de la de los
shRNA frente a SEQ ID NO 1 en uno o mas nucleétidos, pero que cumplen el
requisito de mediar la degradacion del mRNA del gen diana por la accion del
fenémend de interferencia de RNA. Los nucledtidos en que difieren las
secuencias de estos shRNA pueden haber sido modificados mediante

procedimientos quimicos o enzimaticos.

Otro aspecto de la invencion se refiere 'a un compuesto farmacéutico que
incluye cualquiefa de las versiones de siRNA o shRNA frente a SEQ ID NO 1
que se han detallado en esta descripcion asi como su uso en la elaboracion
de un medicamento para disminuir la PIO anormalmente elevada debido a
enfermedades como: el glaucoma, la uveitis, la retinopatia diabética o

determinadas enfermedades infecciosas o sistémicas.

' También se refiere a un método para tratar la PIO mediante el uso de siRNA

o shRNA frente a la secuencia diana del gen del receptor purinérgico P2Y; en
pacientes con PIO elevada debido a cualquiera de las enfermedades

mencionadas.

Las preparaciones que contienen los siRNA o shRNA pueden tener diversas

- formulaciones, de modo que los SiRNA 0 shRNA puedan estar preparados en

un vehiculo adecuado para permitir uha penetracién mas eficaz del principio
activo (como por ejemplo liposomas). Dichos vehiculos deben poseer

propiedades aceptables para la administracién ocular y pueden comprender,

ademds de los mencionados liposomas, polimeros biodegradables,

hidrogeles, ciclodexirinas, nanocapsulas, microesferas, dendrimeros o
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vectores para proteinas. En otros casos el siRNA o el shRNA podra estar
formulado con polietieneimina o derivados como polietinleneimina
polietilenglicol-N-acetilgalactosamina . 0 - polietiienglicol-triN-'
acetilgalactosamina. Lés siRNA y shRNA también pueden prepararsé‘con '

agentes gque permiten la permeabilizacién a través de membranas, como

pueden ser preparados lipidicos.

La administracion de los siRNA y shRNA puede realizarse en soluciones
acuosas Yy no acuosas, gelés acuosos y no acuosos, cremas, emulsiones,

microemulsiones, liposomas, aceites, lociones o aerosoles.

El siRNA se aplica de manera tépica como manera mas sencilla, aunque
también se pueden emplear otros protocolos y composiciones. Los siRNA
preparados pueden aplicarse de manera sistémica o local, por via oral,
fransdérmica o en inyecciones. En este Ultimo caso, son especialmente

interesantes las inyecciones intracamerular, subconjuntival e intravitrea.

La dosis farmacéuticamente efectiva sera aquelia que prevenga, inhiba la
aparicion o trate el estado patoldgico en cuestion. Esto varia.dependiendo de
la patologia que produzca la hipertension ocular, la corﬁposicic’m, la via de
administracién, el tipo de animal a tratar y otros aspectos que dependen del
analisis medico por parte del especialista (como otros tratamientos
simultaneos). De manera general se administra una cantidad que Aoscila entre
0.1 mg/kg y 100 mg/kg de peso corporal al dia.

. BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para facilitar la comprension de las principales caracteristicas de {a invencion
y formando parte integrante de esta memoria descriptiva, se acompafia una

figura. Con caracter ilustrativo y no limitativo se ha representado lo siguiente:
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Figura 1: Efecto del siRNA frente al gen del receptor P2Y, donde se puede
ver la bajada de la presion intraocular (PIO) en los animales tratados cuando
se compara con los ojos contralaterales tratados solamente con solucion

salina.

MODO DE REALIZACION

Habiendo descrito la presente invencion, se ilustra adicionalmente mediante
los siguientes ejemplos, que no son limitativos de su alcance; dicho alcance

viene definido exclusivamente por la nota reivindicatoria adjunta.
Ejemplo 1

Para el disefio del siRNA especifico del receptor P2Y, de conejo fue
necesario clonar dicho receptor. El clonaje se realizé a partir de RNA total de
epitelio cormeal de conejo utilizando oligonucledtidos degenerados y las
técnicas RT-PCR y RACE (Rapid Amplification of cDNA ends) que cualquier
experto -en al materia conoce. Para obtener las secuencias diana con mayor
probabi'lidad de éxito de silenciamiento por siRNA, se utilizé el sistema de
biusqueda de Applied Biosystems con el que, mediante una serie de criterios
empiricos, se seleccionaron 9 secuencias. Los siRNA que reconocen esas
secuencias dianas fueron proporcionados por Applied Biosystems en la forma
anillada, purificados y liofilizados. Para medir la eficacia de dichos siRNA in
vitro, se resuspendieron en agua libre de RNasas y para su aplicacion in vivo

fueron resuspendidos en NaCl 0.9%.
Ejemplo 2
El siRNA fue ensayado en el modelo animal del conejo de Nueva Zelanda.

Para ello se usé siRNA cuya secuencia es complementaria a la secuencia
anteriormente descrita (SEQ ID NO 1) y cuya obtencién se ejemplifica en el
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ejemplo 1 de esta memoria. La secuencia de conejo es la homdloga para el
receptor humano por lo que el siRNA disefiado puede utilizarse en el ser

humano.

Los estudios para valorar la especificidad de los siRNA se realizaron tanto in
vifro como in vivo. Se realizaron estudios in vifro que demostraron la
eficiencia y especificidad de los siRNA disefiados al silenciar, en cultivos
celulares primarios de epitelio, los niveles del mRNA correspondiente al
réceptor P2Y,. El analisis de la eficacia de dichos siRNA se determino
mediante inmunocitoquimica, a partir de células de epitelio corneal de conejo
transfectadas con 300nM de dichos siRNAs. Este analisis reveld la eficiencia

de silenciamiento del siRNA que tenia como secuencia diana la secuencia

caracterizada por SEQ ID NO 1.

Posteriormente se realizaron estudios in vivo. Por un lado se estudio el

_silenciamiento in vivo del receptor por técnicas inmunohistoguimicas. Para

ello se traté al animal con el siRNA y en el momento de maxima disminucion
de la - presion intraocular se sacrific6 para realizar técnicas
inmunohistoquimicas de los procesos ciliares con el anticuerpo para el
receptor P2Y,, empleando el anticuerpo comercial de la casa Santa Cruz
(8C-1520), y realizando la inmunohistoquimica siguiendo las especificaciones
del fabricante. Estos resultados demostraron la desaparicién de la proteina, y
permitieron realizar a continuacién estudios del efecto de los siRNA sobre la

presién intraocular.

Los estudios de la presién intraocular se realizaron en conejos de la raza
Nueva Zelanda midiéndoles la presion intraocular. El ojo del conejo es
especialmente interesante al ser grande y de ese modo poderse realizar
medidas de presié'n intraocular de una manera precisa. La presion intraocular
de estos animales, entorno a 20mm Hg, puede disminuir hasta el 40% con el

uso de tratamientos comerciales para la hipertension ocular.
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Los animales empleados fueron normotensos ya que de ese modo la
reproducibilidad de las medidas de presion intraocular y la facilidad de las

mismas estaban garantizadas.

Los conejos se mantuvieron en jaulas individuales con libre acceso a comida
y bebida. Estaban sometidos a ciclos de luz/ oscuridad de 12 horas' para
evitar las oscilaciones debidas a los ciclos circadianos. Para la realizacion de
la experimentacion se siguié la directiva europea 86/609/EEC para el uso y
manejo de los animales de experimentacion.

Los siRNA se aplicaron instilando tépicamente un volumen de 40ul en la
superficie de la cornea. El ojo contralateral recibié un volumen equivalente del

vehiculo utilizado, es decir, solucion salina, y se utilizd como ojo control.

Las medidas de la presion intraocular se realizaron por medio de un
tonémetro de rebote TonoVet. Este tdnémetro es minimamente invasivo, por
lo que no requiere el uso de anestesia. Las medidas se realizaron midiendo el
nivel basal de la presion intraocular y el experimento se repitié un total de-8
veces. Para evitar problemas, los experimentos se realizaron siempre a la
misma hora del dia, lo que permitié obtener una valoracién mas objetiva de

los resultados.

El protocolo de aplicacion del siRNA fue el siguiente: las dosis del siRNA
preparadas en solucion salina (NaCl 0.9% p/v) en un volumen final de 40ul se
aplicaron en cada bjo durante cuatro dias consecutivos a la misma hora. El
ojo.contralateral recibié 40pl de solucién salina, durante el mismo numero de
dias y a la misma hora. La presion intraocular fue medida antes de cada
aplicacion y cada 2, 4 y 6 horas durante los siguienfes 7 dias. Las maximas
respuestas en la bajada de la'presién intraocular se obtuvieron a las 24 horas

de comenzar el tratamiento y duraron hasta el quinto dia.
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La figura 1 muestra los resultados obtenidos. Los cuadrados negros indican
los datos obtenidos a partir del ojo en el que se-aplicé inicamente solucién

salina; los circulos blancos reflejan los resultados obtenidos en el ojo que se

- traté con el siRNA de la invencion. El eje de las X expresa el tiempo en horas

y el de las Y indica el valor de la PIO y cémo varia respecto al control (al que
se le da un valor del 100 %) Como se aprecia en la figura 1, el resultado del
tratamiento con el siRNA mostré una disminucién de la presion: intraocutar
que, ademas, resultd estadisticamente significativa, objetivo fundamental de
todas las terapias para patologias que cursan con hipertensiones oculares
como el glaucoma. Comparativamente con el ojo contralateral tratado con
solucion salina, que apenas fluctud, los ojos tratados con el siRNA de la
invencién disminuyeron la presién intraocular por debajo de la linea base
hasta un 50% (figura 1). Dichos valores fueron normalizados sobre los valores

de la linea base y los puntos en la figura representan la media y el error

“estandar de la media.

‘

El efecto del siRNA no solamente fue notable'en su capacidad hipotensora de

la presidn intraocular sino que ademas su efecto fue muy duradero ya que

llegb a durar cuatro dias, en clara comparacién con los farmacos comerciales

cuya duracién es de unas pocas horas.

Adicionalmente, no se observaron efectos secundarios ni durante ni después
del tratamiento con el siRNA. Los posibles efectos secundarios que se
estudiaron fueron irritacion corneo conjuntival, edema corneal, tindall en

camara anterior y formacion de cataratas.
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REIVINDICACIONES

1. Molécula aislada de siRNA que comprende una secuencia de 19

nucleétidos ‘comblémentaria a la secuencia diana SEQ ID NO 1 del gen del

. receptor'purinérgico P2Y,.

2. Mélé’cula aislada de siRNA, segln la reivindicacion 1, cuya secuencia .
contiene hasta 7 nucledtidos mas que SEQ ID NO 1 distribuidos

indistintamente en ambos extremos.

3. Molécula aislada de siRNA, segun la reivindicacidn 1, cuya secuencia
contiene dos nucledtidos mas que SEQ ID NO 1 en el extremo 3' de ‘cada una
de las hebras siendo esos dos nucledtidos o bien dos desoxitiminas (TT) o

bien dos uridinas’(uu).

4. Molécula aislada de siRNA, segln cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, que contiene nucledtidos modificados quimica o enzimaticamente.

5. Molécula ‘éislada de shRNA cuya cadena antisentido es complementaria a
la secuencia diana caracterizada por SEQ ID NO 1 del gen del receptor

purinérgico P2Y.

6. Molécula aislada de shRNA, segun la reivindicacion 5, cuyas secuencias

(sentido y antisentido) contienen de 19'a 29 nucledtidos distribuidos

indistintamente entre ambas secuencias.

7. Molécula aislada de shRNA, seglin cualquiera de las reivindicaciones 5 6 6,

que contiene nucledtidos modificados quimica o enzimaticamente.

8. Composicidn farmacéutica que comprende la molécula de cualquiera de las .

reivindicaciones anteriores y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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9. Uso de la molécula de RNA de cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para

elaborar un medicamento para el tratamiento de la presién intraocular

elevada.

10. Uso, segln la reivindicacién 9, donde la presién intraocular elevada esta

causada por glaucoma.

11. Uso, segtn la reivindicacion 9, donde la presidn intraocular elevada esta

causada por retinopatia diabética.

12. Uso, segun la reivindicacion 9, donde la presion intraocular elevada esta

causada por una uveitis.

13. Uso, segtn la reivindicacién 9, donde la presion intraocular elevada esté

“causada por una enfermedad sistémica.

. 14. Uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 10-13, donde el

medicamento se administra topicamente en el ojo del paciente.

15. Uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 10-13, donde el
medicamento se administra en el ojo del paciente a través de una inyeccion

intracamerular.

16. Uso, segln cualquiera de las reivindicaciones 10-13, donde el

medicamento se administra en el ojo del paciente a través de una inyeccion

subconjuntival.

17. Uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 10-13, donde el
medicamento se administra en el ojo del paciente a través de una inyeccion

intravitrea.

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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18. Uso, segun cualquiera de las reiv'indicaciones 10-13, donde el

medicamento se administra en la cornea del paciente.

19. Uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 10-18, donde el paciente es

un ser humano.
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