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DESCRIPCION

Interferencia por ARN para el tratamiento de trastornos de ganancia de funcion

Antecedentes de la invencion

La interferencia por ARN (iIARN) es el mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional especifico de secuencia
mediante ARN bicatenarios (ARNbc) homoélogos al gen que se suprime. Los ARNbc se procesan por Dicer, una
ribonucleasa Il celular, para generar diplex de alrededor de 21 nt con nucleétidos protuberantes en 3' (ARN
interferente pequefio, ARNip) que median en la degradacién del ARNm especifica de secuencia. En células de
mamifero, las moléculas de ARNip son capaces de silenciar especificamente la expresién génica sin induccion de la
ruta de respuesta del interferon no especifica. Asi, los ARNip se han convertido en una alternativa nueva y poderosa
a otras herramientas genéticas, tales como oligonucledtidos no codificantes y ribozimas, para analizar la funcién
génica. Ademas, se estan desarrollando ARNip para fines terapéuticos con el objetivo de silenciar los genes de
enfermedad en seres humanos.

Las enfermedades de repeticion de trinucledtidos comprenden un grupo recientemente reconocido de trastornos
heredados. La mutaciéon genética comun es un aumento en una serie de una repeticién de trinucleétidos particular.
Hasta la fecha, la repeticion de trinucledtidos mas frecuente es CAG, que codifica el aminoacido glutamina. Se conocen
al menos 9 enfermedades de repeticion de CAG, y existen mas de 20 variedades de estas enfermedades, que incluyen
enfermedad de Huntington, enfermedad de Kennedy, y muchas enfermedades espinocerebelosas. Estos trastornos
comparten un componente neurodegenerativo en el cerebro y/o la médula espinal. Cada enfermedad tiene un patrén
especifico de neurodegeneracion en el cerebro, y la mayoria tiene una herencia dominante autosémica.

La aparicion de las enfermedades ocurre, en general, de los 30 a 40 afios, pero en la enfermedad de Huntington las
repeticiones de CAG en el gen huntingtina de >60 predicen una aparicién juvenil.

La investigacién reciente por los presentes inventores ha mostrado que la mutacién genética (aumento en la longitud
de repeticiones de CAG de normal <36 en el gen huntingtina a >36 en enfermedad) esta asociada con la sintesis de
una proteina huntingtina mutante, que tiene >36 poliglutaminas (Aronin et al., 1995). También se ha mostrado que la
proteina forma agregados citoplasmicos e inclusiones nucleares (Difiglia et al., 1997), y se asocia con vesiculas (Aronin
et al., 1999). No se conocen rutas patégenas precisas.

Se cree que la enfermedad de Huntington (y por implicacién otras enfermedades de repeticion de trinucleétidos) esta
causada, al menos en parte, por interacciones aberrantes de proteinas, que provocan la alteraciéon de los procesos
neuronales criticos, disfuncién neuronal, y finalmente la muerte neuronal (neurodegeneracién en areas del cerebro
denominadas el cuerpo estriado y la corteza). En la blisqueda de un tratamiento eficaz para estas enfermedades, los
investigadores en este campo enfatizaron el entendimiento de la patogénesis de la enfermedad, e inicialmente
buscaron mediar al nivel de las supuestas interacciones aberrantes de proteinas. Sin embargo, no existe tratamiento
eficaz para la enfermedad de Huntington u otras enfermedades de repeticion de trinucleétidos. Ademas, se ha
apreciado ahora que miltiples procesos anormales podrian ser activos en estos tipos de enfermedad.

Sumario de la invencion

La presente invencion se define en y por las reivindicaciones adjuntas.

En particular, la invencion proporciona agentes para la destruccion selectiva de ARNm mutantes transcritos a partir de
genes mutantes de ganancia de funcion, previniendo asi la produccién de la proteina mutante codificada por tal gen.
Se han propuesto otros métodos basados en iARN para la destruccién de genes mutantes en los que los ARNip se
dirigen, por ejemplo, contra una mutacién puntual que ocurre en un unico alelo en el gen mutante (por ejemplo, la
mutacién puntual en el gen superodxido dismutasa (SOD) asociada a esclerosis lateral amiotréfica (ELA)). Sin embargo,
existe una diferencia clave entre ELA y enfermedades de repeticion de trinucleétidos, tales como la enfermedad de
Huntington. La ELA tiene una mutacién puntual en un alelo como el cambio genético, mientras que las enfermedades
de repeticion de trinucleétidos tienen una regién ampliada de repeticiones de CAG en un alelo como el cambio
genético. El uso de iIARN contra la region ampliada de repeticiones de CAG tiene posibles complicaciones. Se sabe
que existen mas de 80 genes normales con regiones de repeticiones de CAG en células. Asi, no se pueden usar los
ARNip dirigidos contra estas repeticiones de CAG sin arriesgar la destruccion generalizada de ARNm que contienen
repeticiones de CAG normales. Asimismo, el silenciamiento de sitios no especificos de alelo daria como resultado la
pérdida tanto de huntingtina normal como mutante que provoca la disfunciéon neuronal.

Los agentes de la invencién utilizan tecnologia de interferencia por ARN (iIARN) contra regiones polimoérficas
seleccionadas (es decir, regiones que contienen polimorfismos especificos de alelo o alélicos) que son distintos del
sitio de mutacién en el gen que codifica proteina mutante. Los agentes de la actual invencion son tratamientos eficaces
para una enfermedad de ganancia de funcion.

Los agentes de la actual invencion proporcionan un tratamiento eficaz para la enfermedad de Huntington (EH).

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2969 371 T3

Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencién proporciona un agente para uso para tratar un sujeto que tiene
o esta en riesgo de tener una enfermedad caracterizada o provocada por una proteina mutante de ganancia de funcién,
administrando al sujeto una cantidad eficaz del agente de IARN dirigido contra un polimorfismo alélico dentro de un
gen que codifica una proteina mutante, es decir, proteina huntingtina, de forma que se produce la interferencia
especifica de secuencia de un gen, dando como resultado un tratamiento eficaz para la enfermedad.

La proteina mutante contiene una region ampliada de poliglutamina. El gen que codifica la proteina mutante contiene
una region ampliada de repeticiones de trinuclettidos.

La invencion usa agentes de iIARN homologos a un polimorfismo alélico dentro del gen que codifica, por ejemplo, una
proteina huntingtina mutante para el tratamiento de enfermedad de Huntington. En una realizacién preferida, el agente
de iARN se dirige contra un polimorfismo alélico seleccionado del grupo que consiste en P1-P5. En una realizacién
preferida adicional, el agente de iARN se dirige un polimorfismo alélico seleccionado del grupo que consiste en P6-
P43.

En una realizacion adicional, la invencién proporciona agentes de iARN que comprenden una primera y una segunda
hebra que contienen cada una 16-25 nucleétidos. La primera hebra puede ser homéloga a una regién de un gen que
codifica una proteina mutante de ganancia de funcion, en el que la secuencia de nucleétidos de la proteina mutante
de ganancia de funcién comprende un polimorfismo alélico. La segunda hebra incluye 16-25 nuclettidos
complementarios a la primera hebra. El agente de iARN también puede tener una porcién de bucle que comprende 4-
11, por ejemplo 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, nucleétidos que conectan las dos secuencias nucleotidicas. En ain otras
realizaciones, la region diana de la secuencia de ARNm se localiza en una regién no traducida (UTR) 5' o0 una UTR 3'
del ARNm de una proteina mutante.

En otra realizacién, la invencién proporciona un constructo de expresién que comprende un acido nucleico aislado que
codifica una molécula de &cido nucleico con una primera secuencia de 16-25 nucleétidos homéloga a un polimorfismo
alélico dentro de, por ejemplo, el gen que codifica una proteina huntingtina mutante. El constructo de expresion puede
ser, por ejemplo, un vector viral, vector retroviral, casete de expresion, o plasmido. El constructo de expresién también
puede tener una secuencia promotora de ARN polimerasa |l 0 secuencia promotora de ARN polimerasa I, tal como el
promotor de ARNnp U6 o promotor H1.

La presente invencion proporciona células hospedantes (por ejemplo células de mamifero) que comprenden moléculas
de acidos nucleicos y constructos de expresion de la presente invencién.

La presente invencién proporciona composiciones terapéuticas que comprenden las moléculas de acidos nucleicos
de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcién detallada y las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1a-k: Gen de huntingtina humano, secuencia nucleotidica (SEQ ID NO: 1)
Figura 2a-b: Proteina huntingtina humana, secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 2)

Figura 3: Codificante (SEQ ID NO: 3} y no codificante (SEQ ID NO: 4) de la secuencia de ARN diana de
huntingtina (htt)

Figura 4: Analisis termodinamico de los extremos 5' de la hebra de ARNip para el diplex de ARNip

Figura 5a-c: Reacciones in vitro de iARN programadas con ARNip dirigido contra un polimorfismo dentro del
ARNm de huntingtina (htt). (a) ARNip estandar. (b) ARNip mejorado por la reduccion de la fortaleza del
apareamiento de bases del extremo 5' de la hebra no codificante del duplex de ARNip. (¢) ARNip mejorado
por la reduccion del desapareamiento del extremo 5' de la cadena no codificante del diplex de ARNip.

Figura 6a-b. IARN de la proteina Hit endégena en células Hela, (a) Inmunotransferencia de la proteina Htt
humana. (b} Cuantificacién de la misma.

Descripcion detallada de la invencion
La presente invencion se refiere a agentes para tratar la enfermedad de Huntington.

La presente invencion utiliza tecnologia de interferencia por ARN (iARN) contra polimorfismos alélicos localizados
dentro de un gen que codifica una proteina mutante de ganancia de funcién. La iARN destruye el ARNm mutante

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2969 371 T3

correspondiente con especificidad y selectividad por nucleétidos. Los agentes de ARN de la presente invencion se
dirigen contra regiones polimérficas de un gen mutante, dando como resultado la escision de ARNm mutante. Estos
agentes de ARN, mediante una serie de interacciones proteina-nucleétido, funcionan escindiendo los ARNm mutantes.
Las células destruyen el ARNm escindido, previniendo asi la sintesis de proteina mutante correspondiente, por ejemplo
la proteina huntingtina.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencién proporciona un agente para uso para tratar un sujeto que tiene
o esta en riesgo de tener una enfermedad caracterizada o provocada por una proteina mutante de ganancia de funcién,
administrando al sujeto una cantidad eficaz del agente de IARN dirigido contra un polimorfismo alélico dentro de un
gen que codifica proteina huntingtina, de forma que se produce la interferencia especifica de secuencia de un gen,
dando como resultado un tratamiento eficaz para la enfermedad. En una realizacion, la proteina mutante contiene una
region ampliada de poliglutamina. En otra realizacion, el gen que codifica la proteina mutante contiene una regién
ampliada de repeticiones de trinucledtidos.

La invencion usa agentes de iARN homologos a un polimorfismo alélico dentro del gen que codifica una proteina
huntingtina mutante para el tratamiento de la enfermedad de Huntington. En una realizacién preferida, el agente de
iARN se dirige contra un polimorfismo alélico seleccionado del grupo que consiste en P1-P5. En una realizacion
preferida adicional, el agente de iARN se dirige un polimorfismo alélico seleccionado del grupo que consiste en P6-
P43.

En una realizacion adicional, la invencién proporciona agentes de iARN que comprenden una primera y una segunda
hebra que contienen cada una 16-25 nucleétidos. La primera hebra puede ser homéloga a una regién de un gen que
codifica una proteina mutante de ganancia de funcion, en el que la secuencia de nucleétidos de la proteina mutante
de ganancia de funcién comprende un polimorfismo alélico. La segunda hebra puede incluir 16-25 nuclettidos
complementarios a la primera hebra. El agente de iARN también puede tener una porcién de bucle que comprende 4-
11, por ejemplo 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, nucleétidos que conectan las dos secuencias nucleotidicas. En ain otras
realizaciones, la region diana de la secuencia de ARNm se localiza en una regién no traducida (UTR) 5' o0 una UTR 3'
del ARNm de una proteina mutante.

En otra realizacién, la invencién proporciona un constructo de expresién que comprende un acido nucleico aislado que
codifica una molécula de &cido nucleico con una primera secuencia de 16-25 nucleétidos homéloga a un polimorfismo
alélico dentro de, por ejemplo, el gen que codifica una proteina huntingtina mutante. El constructo de expresion puede
ser, por ejemplo, un vector viral, vector retroviral, casete de expresion, o plasmido. El constructo de expresién también
puede tener una secuencia promotora de ARN polimerasa |l 0 secuencia promotora de ARN polimerasa I, tal como el
promotor de ARNnp U6 o promotor H1.

En aun otras realizaciones, la presente invencion proporciona células hospedantes (por ejemplo, células de mamifero)
que comprenden moléculas de acidos nucleicos y constructos de expresion de la presente invencion.

De manera que la invencién pueda ser mas facilmente entendida, se definen primero ciertos términos.

El término "nucleésido"” se refiere a una molécula que tiene una base de purina o pirimidina enlazada covalentemente
a un azlcar de ribosa o desoxirribosa. Los nucleésidos ejemplares incluyen adenosina, guanosina, citidina, uridina y
timidina. Los nucleésidos ejemplares adicionales incluyen inosina, 1-metilinosina, pseudouridina, 5,6-dihidrouridina,
ribotimidina, 2N-metilguanosina y 22N,N-dimetilguanosina (también denominados nucledsidos "raros"). El término
"nucleodtido” se refiere a un nucledsido que tiene uno o mas grupos fosfato unidos con enlaces de éster al resto de
azucar. Los nucleétidos ejemplares incluyen monofosfatos, difosfatos y trifosfatos de nucledsidos. Los términos
"polinucledtido” y "molécula de acido nucleico" se usan indistintamente aqui, y se refieren a un polimero de nucleétidos
unidos juntos por un enlace de fosfodiéster entre los atomos de carbono 5'y 3'.

El término "ARN" o0 "molécula de ARN" o "molécula de &cido ribonucleico" se refiere a un polimero de ribonucleétidos.
El término "ADN" o "molécula de ADN" o "molécula de &cido desoxirribonucleico” se refiere a un polimero de
desoxirribonucleétidos. Los ADN y ARN se pueden sintetizar naturalmente (por ejemplo, por replicacién de ADN o
transcripcién de ADN, respectivamente). El ARN se puede modificar postranscripcionalmente. EIl ADN y el ARN
también se pueden sintetizar quimicamente. El ADN y el ARN pueden ser monocatenarios (es decir, ARNmc y ADNmc,
respectivamente) o de multiples hebras (por ejemplo, bicatenario, es decir, ARNbc y ADNbc, respectivamente).
"ARNm" o "ARN mensajero" es ARN monocatenario que especifica la secuencia de aminoacidos de una o0 mas
cadenas polipeptidicas. Esta informacion se traduce durante la sintesis de proteinas cuando los ribosomas se unen al
ARNmM.

Como se usa aqui, la expresion "ARN interferente pequefio”" ("ARNip") (también denominado en la técnica, "ARN
interferentes cortos") se refiere a un ARN (o analogo de ARN) que comprende entre alrededor de 10-50 nucleétidos
(o analogos nucleotidicos) que es capaz de dirigir o mediar en la interferencia por ARN. Preferiblemente, un ARNip
comprende entre alrededor de 15-30 nucledtidos o analogos nucleotidicos, mas preferiblemente entre alrededor de
16-25 nucledtidos (o analogos nucleotidicos), incluso mas preferiblemente entre alrededor de 18-23 nucleétidos (o
analogos nucleotidicos), e incluso mas preferiblemente entre alrededor de 19-22 nucleétidos (o analogos
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nucleotidicos) (por ejemplo, 19, 20, 21 o0 22 nucleétidos o analogos nucleotidicos). La expresién ARNip "corto" se
refiere a un ARNip que comprende ~21 nucleétidos (o andlogos nucleotidicos), por ejemplo, 19, 20, 21 o 22
nucleétidos. La expresion ARNip "largo" se refiere a un ARNip que comprende ~24-25 nucleotidos, por ejemplo, 23,
24, 25 o 26 nucleodtidos. Los ARNip cortos pueden incluir, en algunos casos, menos de 19 nucleétidos, por ejemplo
16, 17 o 18 nucleétidos, a condicién de que el ARNip mas corto retenga la capacidad para mediar en iARN. Asimismo,
los ARNip largos pueden incluir, en algunos casos, mas de 26 nucledtidos, a condicién de que el ARNip mas largo
retenga la capacidad para mediar en el procesamiento adicional ausente de iARN, por ejemplo procesamiento
enzimatico, a un ARNip corto.

La expresion "analogo nucleotidicos" 0 "nucleétido alterado” o "nucleétido modificado" se refiere a un nucleotido no
estandar, que incluye ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos que no existen de forma natural. Los analogos
nucleotidicos preferidos se modifican en cualquier posicién para alterar ciertas propiedades quimicas del nucleétido,
aungue retienen la capacidad del analogo nucleotidicos para realizar su funcién prevista. Los ejemplos de posiciones
del nucledtido que pueden ser derivatizadas incluyen la posicién 5, por ejemplo, 5-(2-amino)propiluridina, 5-
bromouridina, 5-propinouridina, 5-propeniluridina, etc.; la posicién 6, por ejemplo, 6-(2-amino)propiluridina; la posicién
8 para adenosina y/o guanosinas, por ejemplo, 8-bromoguanosina, 8-cloroguanosina, 8-fluoroguanosina, etc. Los
analogos nucleotidicos también incluyen deaza nucleétidos, por ejemplo 7-deaza-adenosina; nucleétidos modificados
en Oy N (por ejemplo, alquilados, por ejemplo N6-metiladenosina, 0 como se conoce de otro modo en la técnica); y
otros analogos nucleotidicos heterociclicamente modificados, tales como los descritos en Herdewijn, Antisense
Nucleic Acid Drug Dev., agosto 2000, 10(4):297-310.

Los analogos nucleotidicos también pueden comprender modificaciones en la porcién de azlcar de los nucledtidos.
Por ejemplo, el grupo 2' OH se puede sustituir por un grupo seleccionado de H, OR, R, F, CI, Br, I, SH, SR, NHz, NHR,
NR2, COOR, u OR, en el que R es alquilo de C1-Cs sustituido o sin sustituir, alquenilo, alquinilo, arilo, etc. Otras posibles
modificaciones incluyen las descritas en las patentes de EE. UU. nims. 5.858.988, y 6.291.438.

El grupo fosfato del nucleétido también se puede modificar, por ejemplo sustituyendo uno o mas de los oxigenos del
grupo fosfato por azufre (por ejemplo, fosforotioatos), o haciendo otras sustituciones que permitan al nucleétido realizar
su funcién prevista, como se describe en, por ejemplo, Eckstein, Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 2000 Abr.
10(2):117-21, Rusckowski et al. Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 2000 Oct. 10(5):333-45, Stein, Antisense Nucleic
Acid Drug Dev. 2001 Oct. 11(5): 317-25, Vorobjev et al. Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 2001 Abr. 11(2):77-85, y la
patente de EE. UU. num. 5.684.143. Algunas de las modificaciones anteriormente referenciadas (por ejemplo,
modificaciones de grupo fosfato) disminuyen preferiblemente la tasa de hidrélisis de, por ejemplo, polinucleétidos que
comprenden dichos andlogos in vivo o in vitro.

El término "oligonucleétido” se refiere a un polimero corto de nucleétidos y/o analogos nucleotidicos. La expresion
"analogo de ARN" se refiere a un polinucleétido (por ejemplo, un polinucleétido quimicamente sintetizado) que tiene
al menos un nucleétido alterado o modificado en comparacién con un ARN correspondiente sin alterar o sin modificar,
pero que retiene la misma o similar naturaleza o funcién que el ARN sin alterar o sin modificar correspondiente. Como
se explica anteriormente, los oligonucleétidos se pueden unir con enlaces que dan como resultado una tasa de
hidrélisis mas baja del andlogo de ARN en comparacion con una molécula de ARN con enlaces de fosfodiéster. Por
ejemplo, los nucleétidos del analogo pueden comprender enlaces metilenodiol, etilenodiol, oximetiltio, oxietiltio,
oxicarboniloxi, fosforodiamidato, fosforoamidato, y/o fosforotioato. Los analogos de ARN preferidos incluyen
ribonucleétidos y/o desoxirribonucledtidos modificados en el azlicar y/o en la cadena principal. Dichas alteraciones o
modificaciones pueden incluir ademas la adicion de material no nucleotidico, tal como al o a los extremos del ARN o
internamente (en uno o mas nucleétidos del ARN). Un analogo de ARN solo necesita ser suficientemente similar al
ARN natural que tiene la capacidad para mediar (media) en la interferencia por ARN.

Como se usa aqui, la expresioén "interferencia por ARN" ("iARN") se refiere a una degradacion intracelular selectiva de
ARN. La iARN ocurre en las células naturalmente para retirar ARN extrafios (por ejemplo, ARN virales). La iARN
natural transcurre a través de fragmentos escindidos del ARNbc libre que dirigen el mecanismo degradativo a otras
secuencias de ARN similares. Alternativamente, la iIARN se puede iniciar por la mano del hombre, por ejemplo para
silenciar la expresién de genes diana.

Un agente de iARN que tiene una hebra que tiene "secuencia suficientemente complementaria a una secuencia de
ARNm diana para dirigir la interferencia por ARN (iARN) especifica de la diana" significa que la hebra tiene una
secuencia suficiente para desencadenar la destruccion del ARNm diana por la maquinaria o proceso de iARN.

Como se usa aqui, el término "ARN aislado" (por ejemplo, "ARNip aislado" o "precursor de ARNip aislado") se refiere
a moléculas de ARN que estan sustancialmente libres de otro material celular, o medio de cultivo cuando se producen
por técnicas recombinantes, o sustancialmente libres de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se
sintetizan quimicamente.

La expresion "in vitro" tiene su significado reconocido en la técnica, por ejemplo, que implica reactivos o extractos
purificados, por ejemplo extractos celulares. La expresion "in vivo" también tiene su significado reconocido en la
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técnica, por ejemplo, que implica células vivas, por ejemplo, células inmortalizadas, células primarias, lineas celulares,
y/o células en un organismo.

Como se usa aqui, el término "transgén" se refiere a cualquier molécula de acido nucleico que se inserta por artificio
en una célula, y llega a ser parte del genoma del organismo que se desarrolla de la célula. Dicho transgén puede
incluir un gen que es parcial o completamente heterélogo (es decir, extrafio) al organismo transgénico, o puede
representar un gen homologo a un gen endégeno del organismo. El término "transgén" también significa una molécula
de acido nucleico que incluye una o mas secuencias de acidos nucleicos seleccionadas, por ejemplo ADN, que codifica
uno o mas precursores de ARN manipulados por ingenieria, a expresar en un organismo transgénico, por ejemplo,
animal, que es parcialmente o completamente heteréloga, es decir, extrafia, al animal transgénico, u homéloga a un
gen endoégeno del animal transgénico, pero que se disefia para insertarla en el genoma del animal en una localizacién
que se diferencia de la del gen natural. Un transgén incluye uno o mas promotores y cualquier otro ADN, tales como
intrones, necesarios para la expresion de la secuencia de acido nucleico seleccionada, todos operativamente unidos
a la secuencia seleccionada, y puede incluir una secuencia potenciadora.

Un gen "implicado" en una enfermedad o trastorno incluye un gen, cuya expresion o funcion normal o aberrante afecta
o provoca la enfermedad o trastorno, o al menos un sintoma de dicha enfermedad o trastorno

La expresién "mutacién de ganancia de funcién", como se usa aqui, se refiere a cualquier mutacién en un gen en la
que la proteina codificada por dicho gen (es decir, la proteina mutante) adquiere una funcién no asociada normalmente
a la proteina (es decir, la proteina natural) que provoca o contribuye a una enfermedad o trastorno. La mutacién de
ganancia de funcién puede ser una delecién, adicién o sustitucién de un nucleétido o nucleétidos en el gen, que da
lugar al cambio en la funcién de la proteina codificada. En una realizacién, la mutacién de ganancia de funcién cambia
la funcién de la proteina mutante o provoca interacciones con otras proteinas. En otra realizacién, la mutacioén de
ganancia de funcién provoca una disminucién o eliminacion de la proteina de tipo salvaje normal, por ejemplo por
interaccion de la proteina mutante alterada con dicha proteina de tipo salvaje normal.

El término "polimorfismo", como se usa aqui, se refiere a una variacion (por ejemplo, una delecién, insercién o
sustitucién) en una secuencia génica que se identifica o detecta cuando se compara la misma secuencia génica de
sujetos de fuentes diferentes (pero del mismo organismo). Por ejemplo, se puede identificar un polimorfismo cuando
se compara la misma secuencia génica de diferentes sujetos (pero del mismo organismo). La identificacion de dichos
polimorfismos es rutinaria en la técnica, siendo las metodologias similares a las usadas para detectar, por gjemplo,
mutaciones puntuales de cancer de mama. La identificacién se puede hacer, por ejemplo, de ADN extraido de linfocitos
del sujeto, seguido de amplificacion de regiones polimérficas usando cebadores especificos para dicha regién
polimérfica. Alternativamente, el polimorfismo se puede identificar cuando se comparan dos alelos del mismo gen. Una
variacion en secuencia entre dos alelos del mismo gen dentro de un organismo se denomina aqui un "polimorfismo
alélico". El polimorfismo puede ser un nucleétido dentro de una regién codificante, pero, debido a la degeneracion del
c6digo genético, no codifica cambio en la secuencia de aminoacidos. Alternativamente, las secuencias polimoérficas
pueden codificar un aminoacido diferente en una posicién particular, pero el cambio en el aminoacido no afecta la
funcion de la proteina. También se pueden encontrar regiones polimérficas en regiones no codificantes del gen.

La expresion "dominio de poliglutamina”, como se usa aqui, se refiere a un segmento o dominio de una proteina que
consiste en restos consecutivos de glutamina unidos por enlaces peptidicos. En una realizacion, la regién consecutiva
incluye al menos 5 restos de glutamina.

La expresion "dominio ampliado de poliglutamina" o "segmento ampliado de poliglutamina’, como se usa aqui, se
refiere a un segmento o dominio de una proteina que incluye al menos 35 restos consecutivos de glutamina unidos
por enlaces peptidicos. Dichos segmentos ampliados se encuentran en sujetos afectados por un trastorno por
poliglutamina, como se describe aqui, tanto si se ha mostrado como si no que el sujeto manifiesta sintomas.

La expresion "repeticién de trinucleétidos" o "regién de repeticion de trinucledtidos", como se usa aqui, se refiere a un
segmento de una secuencia de acido nucleico, por ejemplo, que consiste en repeticiones consecutivas de una
secuencia trinucleotidica particular. En una realizacién, la repeticion de trinucleétidos incluye al menos 5 secuencias
de trinucleotidos consecutivas. Las secuencias de trinucleétidos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, CAG, CGG,
GCC, GAA, CTG, y/o CGG.

La expresién "enfermedades de repeticién de trinucleétidos", como se usa aqui, se refiere a cualquier enfermedad o
trastorno caracterizado por una regién ampliada de repeticiones de trinucleétidos localizada dentro de un gen, siendo
la regién ampliada de repeticiones de trinucleétidos la causante de la enfermedad o trastorno. Los ejemplos de
enfermedades de repeticion de trinucleétidos incluyen, pero no se limitan a, ataxia espinocerebelosa de tipo 12, ataxia
espinocerebelosa de tipo 8, sindrome del cromosoma X fragil, retraso mental del cromosoma XE fragil, ataxia de
Friedreich, y distrofia miotonica. Las enfermedades de repeticion de trinucledtidos preferidas para el tratamiento que
no son parte de la invencién son las caracterizadas o provocadas por una regién ampliada de repeticiones de
trinucleétidos en el extremo 5' de la region codificante de un gen, el gen que codifica una proteina mutante que provoca
0 es causante de la enfermedad o trastorno. Ciertas enfermedades de trinucleétidos, por ejemplo sindrome del
cromosoma X fragil, en las que la mutacioén no esté asociada a una regién codificante, pueden no ser adecuadas para
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el tratamiento segln las metodologias de la presente invencion, ya que no hay ARNm adecuado para ser silenciado
por iARN. Por el contrario, la enfermedad tal como ataxia de Friedreich puede ser adecuada para el tratamiento segun
las metodologias de la invencién debido a que, aunque la mutacién causante no esta dentro de una region codificante
(es decir, se encuentra dentro de un intrén}, la mutacion puede estar dentro de, por ejemplo, un precursor de ARNm
(por ejemplo, un precursor de ARNm previamente ayustado).

La expresion "trastorno por poliglutamina”, como se usa aqui, se refiere a cualquier enfermedad o trastorno
caracterizado por una expansién de repeticiones de (CAG)n en el extremo 5' de la regién codificante (codificando asi
una regién ampliada de poliglutamina en la proteina codificada). En una realizacién, los trastornos por poliglutamina
se caracterizan por una degeneracién progresiva de las células nerviosas. Ejemplos de trastornos por poliglutamina
incluyen, pero no se limitan a: enfermedad de Huntington, ataxia espinocerebelosa de tipo 1, ataxia espinocerebelosa
de tipo 2, ataxia espinocerebelosa de tipo 3 (también conocida como enfermedad de Machado-Joseph), y ataxia
espinocerebelosa de tipo 6, ataxia espinocerebelosa de tipo 7, y atrofia dentato-rubro-palido-luisiana.

La expresién "examinar la funcién de un gen en una célula u organismo" se refiere a examinar o estudiar la expresion,
actividad, funcién o fenotipo que surge del mismo.

Diversas metodologias incluyen la etapa que implica comparar un valor, nivel, rasgo, caracteristica, propiedad, etc.,
con un "control adecuado", denominado indistintamente aqui como "control apropiado”. Un "control adecuado" o
"control apropiado” es cualquier control o patrén conocido por un experto habitual en la técnica, Util para fines de
comparacién. Un "control adecuado" o "control apropiado” es un valor, nivel, rasgo, caracteristica, propiedad, etc.,
determinado antes de la realizacion de una metodologia de iARN, como se describe aqui. Por ejemplo, se pueden
determinar una tasa de transcripcién, nivel de ARNm, tasa de traduccion, nivel de proteina, actividad biolégica,
caracteristica o propiedad celular, genotipo, fenotipo, etc., antes de introducir un agente de iARN de la invencién en
una célula u organismo.

Un "control adecuado" o "control apropiado" es un valor, nivel, rasgo, caracteristica, propiedad, etc., determinado en
una célula u organismo, por ejemplo un control o célula normal u organismo, que presenta, por ejemplo, rasgos
normales.

Un "control adecuado” o "control apropiado” es un valor, nivel, rasgo, caracteristica, propiedad, etc. predefinidos.

Diversos aspectos de la invencién se describen con més detalle en las siguientes subsecciones.

I. Trastornos por poliglutamina

Los trastornos por poliglutamina son una clase de enfermedad o trastornos caracterizados por una mutacién genética
comun. En particular, la enfermedad o los trastornos se caracterizan por una repeticién ampliada del trinucleétido CAG
que da lugar, en la proteina codificada, a un tramo ampliado de restos de glutamina. Los trastornos por poliglutamina
son similares por cuanto las enfermedades se caracterizan por una degeneracién progresiva de células nerviosas. A
pesar de sus similitudes, los trastornos por poliglutamina ocurren en diferentes cromosomas, y de este modo ocurren
en segmentos de ADN completamente diferentes. Los ejemplos de trastornos por poliglutamina incluyen enfermedad
de Huntington, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana, atrofia muscular espinobulbar, ataxia espinocerebelosa de tipo 1,
ataxia espinocerebelosa de tipo 2, ataxia espinocerebelosa de tipo 3, ataxia espinocerebelosa de tipo 6, y ataxia
espinocerebelosa de tipo 7 (Tabla 3).

Tabla 1. Trastornos por poliglutamina

Enfermedad Gen Locus Proteina Tamafio de la repeticién
de CAG
Normal Enfermedad
Atrofia muscular espinobulbar AR Xg13-21 Receptor de andrégenos 9-36 38-62
(enfermedad de Kennedy) (AR)
Enfermedad de Huntington HD 4p16.3 Huntingtina 6-35 36-121
Atrofia dentato-rubro-palido- DRPLA 12p13.31 Atrofina-1 6-35 49-88
luisiana (sindrome de Haw-River)
Ataxia espinocerebelosa de tipo 1 SCA71 6p23 Ataxina-1 6-442 39-82
Ataxia espinocerebelosa de tipo 2 SCAZ 12924.1 Ataxina-2 15-31 36-63
Ataxia espinocerebelosa de tipo 3 SCA3 14932.1 Ataxina-3 12-40 55-84
(enfermedad de Machado- (MJDT)
Joseph)
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Enfermedad Gen Locus Proteina Tamafio de la repeticién
de CAG
Normal Enfermedad
Ataxia espinocerebelosa de tipo 6 SCA6 19p13 Subunidad a1a de los 4-18 21-33

canales de calcio
dependientes del voltaje

Ataxia espinocerebelosa de tipo 7 SCA7 13p12-13 Ataxina-7 4-35 37-306

aAlelos con 21 0 mas repeticiones se interrumpen por 1-3 unidades de CAT; los alelos de enfermedad contienen

tramos de CAG puros.

Los trastornos por poliglutamina se pueden caracterizar, por ejemplo, por dominios que tienen entre alrededor de 30
a 35 restos de glutamina, entre alrededor de 35 a 40 restos de glutamina, entre alrededor de 40 a 45 restos de
glutamina, y que tienen alrededor de 45 o0 mas restos de glutamina. El dominio de poliglutamina contiene normalmente
restos de glutamina consecutivos (Q n>36).

ll. Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington, heredada como una enfermedad dominante autosémica, provoca enfermedad con
alteracion de la cognicion y motora. Los pacientes pueden vivir mas de una década con intenso debilitamiento, antes
de la muerte prematura por inanicién o infeccién. La enfermedad empieza en la cuarta o quinta década en la mayoria
de los casos, pero un subconjunto de pacientes manifiesta la enfermedad en la adolescencia. La mutacién genética
para la enfermedad de Huntington es una repeticién de CAG ampliada en el gen huntingtina. La repeticién de CAG
varia en nimero desde 8 hasta 35 en individuos normales (Kremer et al., 1994). La mutacién genética, por ejemplo un
aumento en la longitud de las repeticiones de CAG desde normal inferior a 36 en el gen huntingtina hasta mas de 36
en la enfermedad, esta asociada con la sintesis de una proteina huntingtina mutante, que tiene mas de 36
poliglutamatos (Aronin et al., 1995). En general, los individuos con 36 o0 més repeticiones de CAG tendran enfermedad
de Huntington. Prototipica de nada menos que otras veinte enfermedades con una CAG ampliada como mutacion
subyacente, la enfermedad de Huntington todavia no tiene terapia eficaz. Se han mostrado prometedoras una variedad
de intervenciones — tales como interrupcién de las rutas apoptoticas, adicion de reactivos para reforzar la eficiencia de
las mitocondrias, y bloqueo de receptores de NMDA — en cultivos celulares y modelo de ratén de enfermedad de
Huntington. Sin embargo, en el mejor de los casos, estos enfoques revelan una prolongacién corta de la supervivencia
celular o animal.

La enfermedad de Huntington obedece el dogma principal de la genética: un gen mutante sirve de molde para la
produccién de un ARNm mutante; el ARNm mutante dirige entonces la sintesis de una proteina mutante (Aronin et al.,
1995; DiFiglia et al., 1997). La huntingtina mutante (proteina) se acumula probablemente en neuronas selectivas en el
cuerpo estriado y la corteza, altera actividades celulares determinadas hasta ahora, y provoca disfuncion neuronal y
muerte (Aronin et al., 1999; Laforet et al., 2001). Debido a que una Unica copia de un gen mutante es suficiente para
provocar la enfermedad de Huntington, el tratamiento mas parco seria volver ineficaz el gen mutante. Los enfoques
tedricos podrian incluir detener la transcripcion génica de la huntingtina mutante, destruir el ARNm mutante, y bloquear
la traduccién. Cada uno tiene el mismo resultado -- pérdida de huntingtina mutante.

lll. Gen huntingtina

El gen de enfermedad ligado a la enfermedad de Huntington se llama Huntington o (htt). El locus de huntingtina es
grande, abarcando 180 kb, y consistiendo en 67 exones. El gen huntingtina se expresa ampliamente, y es necesario
para el desarrollo normal. Se expresa como 2 formas alternativamente poliadeniladas que presentan diferente
abundancia relativa en diversos tejidos fetales y adultos. El transcrito mas grande tiene aproximadamente 13,7 kb, y
se expresa predominantemente en el cerebro adulio y fetal, mientras que el transcrito mas pequefio de
aproximadamente 10,3 kb se expresa mas ampliamente. Los dos transcritos se diferencian con respecto a sus
regiones no traducidas 3' (Lin et al., 1993). Se predice que ambos mensajeros codifican una proteina de 348 kilodalton
que contiene 3144 aminoacidos. Se cree que el defecto genético que conduce a la enfermedad de Huntington confiere
una nueva propiedad al ARNm, o altera la funcién de la proteina. En la Figura 2 (SEQ ID NO: 2) se expone una
secuencia de aminoacidos del gen huntingtina humano.

En la Figura 1 (SEQ ID NO: 1) se expone una secuencia nucleotidica consenso del gen huntingtina humano (ADNc).
La region codificante consiste en los nucleétidos 316 a 9750 de SEQ ID NO: 1. Las dos sefiales de poliadenilacion
alternativas se encuentran en los nucleétidos 10326 a 10331 y los nucleétidos 13644 a 13649, respectivamente. Los
dos sitios de poliadenilacion correspondientes se encuentran en los nucleotidos 10348 y 13672, respectivamente. La
primera sefial/sitio de poliadenilacion es la del transcrito de 10,3 kb. La segunda sefial/sitio de poliadenilacién es la
del transcrito de 13,7 kb, el transcrito predominante en el cerebro.

Se identificaron cinco (5) polimorfismos en el gen htt humano como se describe en el Ejemplo I. Se han identificado
38 polimorfismos adicionales en la secuencia del gen huntingtina mediante analisis de SNP (polimorfismo de un solo
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nucleétido) (véase la Tabla 3). Los polimorfismos expuestos en las Tablas 2 y 3 representan sitios preferidos para
silenciar mediante iARN especifica de un solo nucleétido, como se describe aqui.

Tabla 2. Sitios polimérficos (P) en el gen htt de lineas celulares humanas

....................................................................................................................................................................................................................................................
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La presente invencién se dirige contra huntingtina mutante usando interferencia por ARN (Hutvagner et al., 2002). Una
hebra de ARN bicatenario (ARNip) complementa una regién polimoérfica dentro del ARNm de huntingtina mutante.
Después de la introduccion de ARNip en neuronas, el ARNip se desenrolla parcialmente, se une a una regién
polimérfica dentro del ARNm de huntingtina de una manera especifica del sitio, y activa una ARNm nucleasa. Esta
nucleasa escinde el ARNm de huntingtina, deteniendo asi la traduccién de |a huntingtina mutante. Las células se libran
ellas mismas del ARNm parcialmente digerido, impidiendo asi la traduccién, o las células digieren proteinas
parcialmente traducidas. Las neuronas sobreviven sobre la huntingtina no mutante (del alelo normal}; este enfoque
previene los estragos de huntingtina mutante eliminando su produccién.

IV. Disefio de ARNip

Se disefian ARNip del siguiente modo. Primero, se selecciona una porcién del gen diana (por ejemplo, el gen htt) que
incluye el polimorfismo. Los polimorfismos ejemplares se seleccionan de la regién no traducida 5' de un gen diana. La
escision de ARNm en estos sitios debe eliminar la traduccién de proteina mutante correspondiente. Los polimorfismos
de otras regiones del gen mutante también son adecuados para su seleccion como dianas. Se disefia una hebra
codificante basandose en la secuencia de la porcién seleccionada. Preferiblemente, la porcion (y la hebra codificante
correspondiente) incluye alrededor de 19 a 25 nucleétidos, por ejemplo 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucleétidos. Mas
preferiblemente, la porcién (y hebra codificante correspondiente) incluye 21, 22 0 23 nucleétidos. El experto apreciara,
sin embargo, que los ARNip que tienen una longitud menor que 19 nucleétidos o mayor que 25 nucleétidos también
pueden funcionar para mediar en la iARN.

Se ha demostrado que los agentes de IARN mas largos provocan una respuesta de interferén o de PKR en ciertas
células de mamiferos, que puede ser indeseable. Preferiblemente, los agentes de iIARN de la invencién no provocan
una respuesta de PKR (es decir, son de una longitud suficientemente corta). Sin embargo, agentes de IARN mas
largos pueden ser Utiles, por ejemplo, en tipos celulares incapaces de generar una respuesta de PKR o en situaciones
en las que la respuesta de PKR se ha reducido o apagado por medios alternativos.

La secuencia de la hebra codificante se disefia de forma que el polimorfismo esté esencialmente en el centro de la
hebra. Por ejemplo, si se escoge un ARNip de 21 nucleétidos, el polimorfismo esta, por ejemplo, en el nucleétido 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14,150 16 (es decir, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 16 nucleétidos desde el extremo 5' de la
hebra codificante. Para un ARNip de 22 nucleétidos, el polimorfismo esta, por ejemplo, en el nucleétido 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15 0 16. Para un ARNip de 23 nucleoétidos, el polimorfismo esta, por ejemplo, en 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15 0 16. Para un ARNip de 24 nucleétidos, el polimorfismo esta, por ejemplo, en 9, 10, 11, 12, 13, 14 0 16. Para un
ARNip de 25 nucledtidos, el polimorfismo esta, por ejemplo, en 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o 17. El mover el
polimorfismo hacia una posicion descentrada puede reducir, en algunos casos, la eficiencia de escisién por el ARNip.
Tales composiciones, es decir, composiciones menos eficientes, pueden ser deseables para su uso si se detecta el
silenciamiento del ARNm de tipo salvaje.

La hebra no codificante es rutinariamente de la misma longitud que la hebra codificante, e incluye nucleétidos
complementarios. En una realizacién, las hebras son completamente complementarias, es decir, las hebras son de
extremos romos cuando se alinean o hibridan. En otra realizacién, las hebras comprenden alinear o hibridar de manera
que se generen nucleodtidos protuberantes de 1, 2 o 3 nucleétidos, es decir, el extremo 3' de la hebra codificante se
extiende 1, 2 o 3 nucleétidos mas que el extremo 5' de la hebra no codificante, y/o el extremo 3' de la hebra no
codificante se extiende 1, 2 o 3 nucleétidos mas que el extremo 5' de la hebra codificante. Las protuberancias pueden
comprender (o consistir en) nucleétidos correspondientes a la secuencia del gen diana (o complemento de la misma).
Alternativamente, las protuberancias pueden comprender (o consistir en) desoxirribonucleétidos, por ejemplo dTs, o
analogos nucleotidicos, u otro material no nucleotidico adecuado.

Para facilitar la entrada de la hebra no codificante en RISC (y asi aumentar o mejorar la eficiencia de la escisién y el
silenciamiento dianas), se puede alterar la fortaleza del par de bases entre el extremo 5' de la hebra codificante y el
extremo 3' de la hebra no codificante, por ejemplo se puede disminuir o reducir, como se describe en detalle en las
solicitudes de patente provisionales de EE. UU. nims. 60/475.3886, titulada "Methods and Compositions for Controlling
Efficacy of RNA Silencing" (presentada el 2 de junio de 2003), y 60/475.331, titulada "Methods and Compositions for
Enhancing the Efficacy and Specificity of RNAI" (presentada el 2 de junio de 2003).

En una realizacién de estos aspectos de la invencion, la fortaleza del par de bases es menor debido a un menor
numero de pares de bases G:C entre el extremo 5' de la primera hebra o no codificante y el extremo 3' de la segunda
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hebra o codificante que entre el extremo 3' de la primera hebra o no codificante y el extremo 5' de la segunda hebra o
codificante. En otra realizacién, la fortaleza del par de bases es menor debido a al menos un par de bases mal
apareado entre el extremo 5' de la primera hebra o no codificante y el extremo 3' de la segunda hebra o codificante.
Preferiblemente, el par de bases mal apareado se selecciona del grupo que consiste en G:A, C:A, C:U, G:G, A:A, C:C
y U:U. En otra realizacién, la fortaleza del par de bases es menor debido a al menos un par de bases de titubeo, por
ejemplo, G:U, entre el extremo 5' de la primera hebra o no codificante y el extremo 3' de la segunda hebra o codificante.
En otra realizacién, la fortaleza del par de bases es menor debido a al menos un par de bases que comprende un
nucleétido raro, por ejemplo inosina (1). Preferiblemente, el par de bases se selecciona del grupo que consiste en [:A,
I:U y I:C. En otra realizacién mas, la fortaleza del par de bases es menor debido a al menos un par de bases que
comprende un nucleétido modificado. En realizaciones preferidas, el nucleétido modificado se selecciona del grupo
que consiste en 2-amino-G, 2-amino-A, 2,6-diamino-G, y 2,6-diamino-A.

A continuacién se describe con detalle el disefio de los ARNip adecuados para dirigirlos contra los polimorfismos de
htt expuestos en la Tabla 2

ADNde P1  TGTGCTGACTCTGAGGAACAG (SEQ ID NO:5)

codificante  UGUGCUGACUCUGAGGAACAG (SEQ ID NO:6)

no ACACGACUGAGACUCCUUGUC (extremos romos, 21-  (SEQ ID NO:7)
codificante mero)

(2 nucleétidos protuberantes) véase la Figura 5

ADNde P2 CATACCTCAAACTGCATGATG (SEQ ID NO:8)

codificante = CAUACCUCAAACUGCAUGAUG (SEQ ID NO:9)

no GUAUGGAGUUUGACGUACUAC (extremos romos, 21-  (SEQ ID NO:10)
codificante mero)

ADNde P3 GCCTGCAGAGCCGGCGGCCTA (SEQ ID NO:11)

codificante = GCCUGCAGAGCCGGCGGCCUA (SEQ ID NO:12)

no CGGACGUCUCGGCCGCCGGAU (extremos romos, 21-  (SEQ ID NO:13)
codificante mero)

ADNde P4 ACAGAGTTTGTGACCCACGCC (SEQ ID NO:14)

codificante = ACAGAGUUUGUGACCCACGCC (SEQ ID NO:15)

no UGUCUCAAACACUGGGUGCGG (extremos romos, 21-  (SEQ ID NO:16)
codificante mero)

ADNde P5 TCCCTCATCTACTGTGTGCAC (SEQ ID NO:17)

codificante UCCCUCAUCUACUGUGUGCAC (SEQ ID NO:18)

no AGGGAGUAGAUGACACACGUG (extremos romos, 21-  (SEQ ID NO:19)
codificante mero)

Se pueden disefiar ARNip segun las ensefianzas ejemplares anteriores para cualesquiera otros polimorfismos
encontrados en el gen htt. Ademas, la tecnologia es aplicable para silenciar cualquier otro gen de enfermedad que
tenga asociados polimorfismos, es decir, polimorfismos que no causan enfermedad.

Para validar la eficacia por la que los ARNip destruyen ARNm mutantes (por ejemplo, ARNm de huntingtina mutante),
el ARNip se incuba con ADNc mutante (por ejemplo, ADNc de huntingtina mutante) en un sistema de expresion de
ARNmM in vitro basado en Drosophila. Radiomarcados con %2P, los ARNm mutantes recién sintetizados (por ejemplo,
ARNm de huntingtina mutante) se detectan autorradiograficamente sobre un gel de agarosa. La presencia de ARNm
mutante escindido indica actividad de ARNm nucleasa. Los controles adecuados incluyen la omisién de ARNip y el
uso de ADNc de huntingtina no mutante. Alternativamente, se seleccionan ARNip de control que tienen la misma
composicion de nucletdtidos que el ARNip seleccionado, pero sin complementariedad de secuencias significativa con
el gen diana apropiado. Tales controles negativos se pueden disefiar reordenando aleatoriamente la secuencia
nucleotidica del ARNip seleccionado; se puede realizar una busqueda de homologia para garantizar que el control
negativo carezca de homologia con cualquier otro gen en el genoma apropiado. Ademas, se pueden disefiar ARNip
de control negativo introduciendo uno o mas mal apareamientos de bases en la secuencia.

Se seleccionan sitios de complementaciéon ARNip-ARNm que dan como resultado la especificidad 6ptima de ARNm y
la méaxima escisién de ARNm.

Mientras que la presente invencién caracteriza el silenciamiento de regiones polimérficas en el gen htt mutante diana
distintas de la mutacién de la regién ampliada de CAG, el experto apreciara que silenciar la regién mutante puede
tener aplicabilidad como estrategia terapéutica en ciertas situaciones. El silenciamiento de la regién mutante se puede
llevar a cabo usando ARNip, que complementa CAG en serie. El ARNip®@ se uniria a ARNm con complementacion de
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CAG, pero cabria esperar que tuviese mayor oportunidad de unirse a una serie ampliada de CAG. Mltiples ARNip®9
se unirian al ARNm de huntingtina mutante (a diferencia de menos para el ARNm de huntingtina no mutante); asi, es
mas probable que se escinda el ARNm de huntingtina mutante. La inactivacién con éxito de ARNm usando este
enfoque también eliminaria ARNm de huntingtina normal o de tipo salvaje. También inactivados, al menos de algun
modo, podrian estar otros genes normales (aproximadamente 70) que también tienen repeticiones de CAG, en los que
sus ARNm podrian interaccionar con el ARNip. Este enfoque se basaria asi en una de estrategia de desgaste -- se
destruiria mas del ARNm de huntingtina mutante que del ARNm de huntingtina de tipo salvaje o los otros
aproximadamente 69 ARNm que codifican poliglutaminas.

V. Agentes de iARN

La presente invencion incluye moléculas de ARNip disefiadas, por ejemplo, como se describe anteriormente. Las
moléculas de ARNip se pueden sintetizar quimicamente, o se pueden transcribir in vitro a partir de un molde de ADN,
0 in vivo de, por ejemplo, ARNhp, o, usando la enzima DICER humana recombinante, para escindir in vitro moldes de
ARNDc transcritos en conjuntos de ARN diplex de 20, 21 0 23 pb que median en la iIARN. Las moléculas de ARNip
se pueden disefiar usando cualquier método conocido en la técnica.

En un aspecto, en lugar de que el agente de iARN sea un &cido ribonucleico interferente, por ejemplo un ARNip o
ARNhp como se describe anteriormente, el agente de iARN puede codificar un acido ribonucleico interferente, por
ejemplo un ARNhp, como se describe anteriormente. En otras palabras, el agente de iARN puede ser un molde
transcripcional del &cido ribonucleico interferente. Asi, los agentes de IARN de la presente invencion también pueden
incluir ARN de horquilla pequefia (ARNhp), y constructos de expresion manipulados para expresar los ARNhp. La
transcripcion de los ARNhp se inicia en un promotor de la polimerasa llI (pol Ill}, y se cree que termina en la posicién
2 de un sitio de terminacion de la transcripcion de 4-5-timina. Tras la expresion, se cree que los ARNhp se pliegan en
una estructura de tallo-bucle con protuberancias UU de 3'; posteriormente, los extremos de estos ARNhp se procesan,
convirtiendo los ARNhp en moléculas de tipo ARNip de alrededor de 21-23 nucleétidos (Brummelkamp et al., 2002;
Lee et al., 2002. mas arriba; Miyagishi et al., 2002; Paddison et al., 2002, mas arriba,; Paul et al., 2002, mas arriba; Sui
et al., 2002 mas arriba; Yu et al., 2002, mas arriba. Se puede encontrar en internet mas informacién sobre el disefio y
uso de ARNhp en las siguientes direcciones: katahdin.cshl.org:9331/RNAi/docs/BseRI-BamHI_Strategy.pdf and
katahdin.cshl.org:9331/RNAi/docs/Web_version_of PCR_strategy1.pdf.

Las constructos de expresién de la presente invencién incluyen cualquier constructo adecuado para uso en el sistema
de expresion apropiado, e incluyen, pero no se limitan a, vectores retrovirales, casetes de expresién lineales,
plasmidos, y vectores virales o derivados de virus, como se conoce en la técnica. Tales constructos de expresion
pueden incluir uno o mas promotores inducibles, sistemas de promotores de ARN Pol Il tales como los promotores
de ARNnp U6 o promotores de la ARN polimerasa Ill H1, u otros promotores conocidos en la técnica. Los constructos
pueden incluir una o ambas hebras del ARNip. Los constructos de expresién que expresan ambas hebras también
pueden incluir estructuras de bucle que unen ambas hebras, o cada hebra se puede transcribir por separado de
promotores separados dentro del mismo constructo. Cada hebra también se puede transcribir a partir de un constructo
de expresion distinto. (Tuschl, T., 2002, mas arriba).

Se pueden administrar ARNip sintéticos en células por métodos conocidos en la técnica, que incluyen transfeccion
con liposomas catidnicos y electroporacion. Sin embargo, estos ARNip exdgenos muestran, en general, persistencia
a corto plazo del efecto de silenciamiento (4~5 dias en células cultivadas), lo que puede ser beneficioso en solo ciertas
realizaciones. Para obtener la supresién a largo plazo de los genes diana (es decir, genes mutantes) y para facilitar la
administracién en ciertas circunstancias, se pueden expresar uno o mas ARNip dentro de células a partir de
constructos de ADN recombinante. Se conocen en la técnica tales métodos para expresar diplex de ARNip dentro de
células a partir de constructos de ADN recombinante para permitir la supresién de genes diana a largo plazo en células,
que incluyen sistemas de promotores Pol Il de mamifero (por ejemplo, sistemas de promotores H1 o U6/ARNnp
(Tuschl, T., 2002, mas arriba) capaces de expresar ARNip bicatenarios funcionales; (Bagella et al., 1998; Lee et al.,
2002, mas arriba; Miyagishi et al., 2002, mas arriba; Paul et al., 2002, mas arriba; Yu et al., 2002), mas arriba; Sui et
al., 2002, mas arriba). La terminacién transcripcional por ARN Pol Il ocurre en series de cuatro restos T consecutivos
en el molde de ADN, que proporciona un mecanismo para terminar el transcrito de ARNip en una secuencia especifica.
El ARNip es complementario a la secuencia del gen diana en las orientaciones 5'-3'y 3'-5', y las dos hebras del ARNip
se pueden expresar en el mismo constructo o en constructos distintos. Los ARNip de horquilla, conducidos por el
promotor HI o ARNnp U6 y expresados en células, pueden inhibir la expresién de genes diana (Bagella et al., 1998;
Lee et al., 2002, mas arriba; Miyagishi et al., 2002, mas arriba; Paul et al., 2002, mas arriba; Yu et al., 2002), mas
arriba; Sui et al., 2002, mas arriba). Los constructos que contienen secuencia de ARNip bajo el control del promotor
T7 también hacen funcional los ARNip cuando se cotransfectan en las células con un vector que expresa ARN
polimerasa T7 (Jacque et al., 2002, mas arriba). Un Unico constructo puede contener multiples secuencias que
codifican los ARNip, tales como multiples regiones del gen que codifica htt mutante, que silencia el mismo gen o
multiples genes, y se puede accionar, por ejemplo, por sitios de promotor Pol Il distintos.

Las células de animales expresan una variedad de ARN no codificantes de aproximadamente 22 nucleétidos

denominados microARN (miARN), que pueden regular la expresién génica al nivel postranscripcional o traduccional
durante el desarrollo animal. Una caracteristica comin de los miARN es que todos se escinden de un tallo-bucle de
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ARN precursor de aproximadamente 70 nucleétidos, probablemente por Dicer, una enzima de tipo RNasa lll, o un
homélogo de la misma. Sustituyendo las secuencias de tallo del precursor de miARN por una secuencia
complementaria al ARNm diana, se puede usar un constructo vector que expresa el precursor manipulado por
ingenieria para producir los ARNip para iniciar la iIARN contra dianas de ARNm especificas en células de mamifero
(Zeng et al., 2002, mas arriba). Cuando se expresa por vectores de ADN que contienen promotores de polimerasa lll,
las horquillas disefiadas como micro-ARN pueden silenciar la expresion génica (McManus et al., 2002, mas arriba).
Los micro-ARN dirigidos contra polimorfismos también pueden ser (tiles para bloquear la traducciéon de proteinas
mutantes, en ausencia de silenciamiento génico mediado por ARNip. Tales aplicaciones pueden ser Utiles en
situaciones, por ejemplo, en las que un ARNip disefiado causo el silenciamiento fuera de la diana de la proteina de
tipo salvaje.

También se pueden usar mecanismos de administracion mediados por virus para inducir el silenciamiento especifico
de genes diana mediante la expresioén de ARNip, por ejemplo generando adenovirus recombinantes que alojan ARNip
bajo el control de la transcripcion del promotor de ARN Pol Il (Xia et al., 2002, mas arriba). La infeccién de células
Hela por estos adenovirus recombinantes permite la expresion disminuida de genes diana enddgenos. La inyeccion
de los vectores de adenovirus recombinante en ratones transgenicos que expresan los genes diana del ARNip da
como resultado la reduccién in vivo de la expresién del gen diana. /dem. En un modelo animal, la electroporacion de
embrion completo puede suministrar eficientemente ARNip sintético en embriones de ratén después de la implantacion
(Calegari et al., 2002). En ratones adultos, la administracion eficiente de ARNip se puede llevar a cabo por la técnica
de administracién de "alta presion", una inyeccion rapida (en 5 segundos) de un gran volumen de ARNip que contiene
disolucién en el animal a través de la vena de la cola (Liu et al., 1999, mas arriba; McCaffrey et al., 2002, mas arriba;
Lewis et al., 2002). También se pueden usar nanoparticulas y liposomas para administrar ARNip en animales.

Las composiciones de &cido nucleico de la invencién incluyen tanto ARNip sin modificar como ARNip modificados,
como se conoce en la técnica, tales como derivados de ARNip reticulados o derivados que tienen restos no
nucleotidicos unidos, por ejemplo, a sus extremos 3' 0 5'. La modificacién de derivados de ARNip de esta forma puede
mejorar la captacién celular o potenciar las actividades de silenciamiento celular del derivado de ARNip resultante en
comparacién con el ARNip correspondiente, son Utiles para rastrear el derivado de ARNip en la célula, o mejorar la
estabilidad del derivado de ARNip en comparacién con el ARNip correspondiente.

Los precursores de ARN manipulados por ingenieria, introducidos en células u organismos completos como se
describe aqui, conduciran a la produccién de una molécula de ARNip deseada. Dicha molécula de ARNip se asociara
entonces con componentes proteicos enddgenos de la ruta de iARN para unirse a y silenciar una secuencia de ARNm
especifica para la escisién y destruccion. De esta manera, el ARNm a ser silenciado por el ARNip generado a partir
del precursor de ARN manipulado por ingenieria se agotara de la célula u organismo, conduciendo a una disminucién
en la concentracién de la proteina codificada por ese ARNm en la célula u organismo. Los precursores de ARN
normalmente son moléculas de acido nucleico que codifican individualmente una hebra de un ARNbc o codifican toda
la secuencia nucleotidica de una estructura de bucle de horquilla de ARN.

Los precursores de ARN manipulados por ingenieria de la invencién pueden estar sin conjugar, o se pueden conjugar
con otro resto, tal como una nanoparticula, para potenciar una propiedad de las composiciones, por ejemplo un
parametro farmacocinético tal como absorcién, eficacia, biodisponibilidad, y/o vida media. La conjugacién se puede
lograr por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo usando los métodos de Lambert et al., Drug Deliv. Rev.:47(1),
99-112 (2001) (describen acidos nucleicos cargados a nanoparticulas de policianoacrilato de alquilo (PACA)); Fattal
et al., J. Control Release 53(1-3):137-43 (1998) (describen acidos nucleicos unidos a nanoparticulas); Schwab et al.,
Ann. Oncol. 5 Supl. 4:55-8 (1994) (describen acidos nucleicos unidos a agentes intercalantes, grupos hidréfobos,
policationes o nanoparticulas de PACA); y Godard et al., Eur. J. Biochem. 232(2):404-10 (1995) (describen acidos
nucleicos unidos a nanoparticulas).

Los precursores de ARN manipulados por ingenieria de la presente invencién también se pueden marcar usando
cualquier método conocido en la técnica; por ejemplo, las composiciones de acido nucleico se pueden marcar con un
fluoroforo, por ejemplo Cy3, fluoresceina, o rodamina. El marcaje se puede llevar a cabo usando un kit, por ejemplo el
kit de marcaje de ARNip SILENCER™ (Ambion). Ademas, el ARNip se puede radiomarcar, por ejemplo usando *H,
%2P, u otro is6topo apropiado.

Ademas, debido a que se cree que la iARN progresa a través de al menos un producto intermedio de ARN
monocatenario, el experto apreciara que también se pueden disefiar ARNip-mc (por ejemplo, la hebra no codificante
de un ARNip-bc) (por ejemplo, para sintesis quimica) generados (por ejemplo, generados enzimaticamente) o
expresados (por ejemplo, a partir de un vector o plasmido) como se describe aqui y utilizados segin las metodologias
reivindicadas. Ademas, en invertebrados, la iARN puede ser eficazmente desencadena por ARNbc largos (por
ejemplo, ARNbc de alrededor de 100 - 1000 nucleétidos de longitud, preferiblemente alrededor de 200 - 500, por
ejemplo alrededor de 250, 300, 350, 400 o 450 nucleétidos en longitud) que actian como efectores de iARN. (Brondani
et al., Proc Natl Acad Sci USA. 2001 Dic 4;98(25):14428-33. Epub 2001 Nov 27).
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VI. Métodos para introducir ARN, vectores, vy células hospedantes

Los métodos fisicos para introducir acidos nucleicos incluyen la inyeccién de una disolucion que contiene el ARN,
bombardeo por particulas cubiertas por el ARN, impregnacion de la célula u organismo en una disolucién del ARN, o
electroporacion de membranas celulares en presencia del ARN. Un constructo viral empaquetado en una particula
viral lograria tanto la introduccion eficiente de un constructo de expresién en la célula como la transcripcion de ARN
codificado por el constructo de expresion. Se pueden usar otros métodos conocidos en la técnica para introducir acidos
nucleicos en células, tales como el transporte de vehiculos mediado por lipidos, transporte mediado por sustancias
quimicas, tal como fosfato de calcio, y similares. Asi, el ARN se puede introducir junto con componentes que realizan
una o mas de las siguientes actividades: potenciar la captacién de ARN por la célula, inhibir la hibridacion de hebras
individuales, estabilizar las hebras individuales, o aumentar de otro modo la inhibicién del gen diana.

El ARN se puede introducir directamente en la célula (es decir, intracelularmente); o se puede introducir
extracelularmente en una cavidad, espacio intersticial, en la circulacién de un organismo, introducido por via oral, o se
puede introducir sumergiendo una célula u organismo en una disolucién que contiene el ARN. La circulacién vascular
o extravascular, el sistema circulatorio o linfatico, y el liquido cefalorraquideo son sitios en los que se puede introducir
el ARN.

La célula que tiene el gen diana puede ser de la linea germinal, o somatica, totipotente o pluripotente, divisora 0 no
divisora, parénquima o epitelio, inmortalizada o transformada, o similar. La célula puede ser una célula madre o una
célula diferenciada. Los tipos celulares que estan diferenciados incluyen adipocitos, fibroblastos, miocitos,
cardiomiocitos, endotelio, neuronas, glia, globulos sanguineos, megacariocitos, linfocitos, macréfagos, neutrofilos,
eosindfilos, baséfilos, mastocitos, leucocitos, granulocitos, queratinocitos, condrocitos, osteoblastos, osteoclastos,
hepatocitos, y células de las glandulas endocrinas o exocrinas.

Dependiendo del gen diana particular y la dosis de material de ARN bicatenario suministrada, este proceso puede
proporcionar pérdida de funcién parcial o completa para el gen diana. Una reduccién o pérdida de la expresién génica
en al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % 0 99 % o mas de células silenciadas es ejemplar. La inhibicion de
la expresion génica se refiere a la ausencia (o disminucion observable) al nivel de proteina y/o producto de ARNm de
un gen diana. La especificidad se refiere a la capacidad para inhibir el gen diana sin manifestar efectos sobre otros
genes de la célula. Las consecuencias de la inhibicién se pueden confirmar por examen de las propiedades exteriores
de la célula u organismo (como se presenta mas adelante en los ejemplos) o por técnicas bioquimicas tales como
hibridacién en disolucion de ARN, proteccién con nucleasas, hibridacién Northern, transcripcién inversa,
monitorizacion de la expresién génica con una micromatriz, unién de anticuerpos, enzimoinmunoanalisis de adsorcién
(ELISA), transferencia Western, radioinmunoensayo (RIA), otros inmunoensayos, y analisis por citometria de flujo
(FACS).

Para la inhibicion mediada por ARN en una linea celular u organismo completo, la expresion génica se evalla
convenientemente usando un gen informador o de resistencia a farmaco, cuyo producto proteico se evalla facilmente.
Dichos genes informadores incluyen acetohidroxiacido sintasa (ARAS), fosfatasa alcalina (AP), beta-galactosidasa
(LacZ), beta-glucoronidasa (GUS), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), proteina verde fluorescente (GFP),
peroxidasa de rabano picante (HRP), luciferasa (Luc), nopalina sintasa (NOS), octopina sintasa (OCS), y derivados
de los mismos. Estan disponibles miltiples marcadores seleccionables que confieren resistencia a ampicilina,
bleomicina, cloranfenicol, gentamicina, higromicina, kanamicina, lincomicina, metotrexato, fosfinotricina, puromicina, y
tetraciclina. Dependiendo del ensayo, la cuantificacién de la cantidad de expresion génica permite determinar un grado
de inhibicién que es mayor que 10 %, 33 %, 50 %, 90 %, 95 % 0 99 % en comparacién con una célula no tratada
segun la presente invencion. Dosis mas bajas de material inyectado y tiempos mas largos después de la administracion
del agente de iARN pueden dar como resultado la inhibicién en una fraccién mas pequefia de células (por ejemplo, al
menos 10 %, 20 %, 50 %, 75 %, 90 % o 95 % de células silenciadas). La cuantificaciéon de la expresién génica en una
célula puede mostrar cantidades similares de inhibicién al nivel de acumulacién de ARNm diana o de traducciéon de
proteina diana. Como un ejemplo, la eficiencia de inhibicién se puede determinar evaluando la cantidad de producto
génico en la célula; se puede detectar ARNm con una sonda de hibridacién que tiene una secuencia nucleotidica fuera
de la region usada para el ARN bicatenario inhibidor, o se puede detectar polipéptido traducido con un anticuerpo
producido contra la secuencia polipeptidica de esa regién.

El ARN se puede introducir en una cantidad que permite la administracién de al menos una copia por célula. Dosis
mas altas (por ejemplo, al menos 5, 10, 100, 500 o 1000 copias por célula) de material pueden dar una inhibicién mas
eficaz; también pueden ser Utiles dosis mas bajas para aplicaciones especificas.

En un aspecto preferido, la eficacia de un agente de iARN de la invencion (por ejemplo, un ARNip que silencia un
polimorfismo en un gen mutante) se prueba para determinar su capacidad para degradar especificamente ARNm
mutante (por ejemplo, ARNm de hit mutante y/o la produccién de la proteina huntingtina mutante) en células, en
particular, en neuronas (por ejemplo, lineas clonales neuronales estriatales o corticales y/o neuronas primarias).
También son adecuados para los ensayos de validacion basados en células otras células facilmente transfectables,
por ejemplo células HelLa o células COS. Las células se transfectan con ADNc humanos de tipo salvaje o0 mutantes
(por ejemplo, ADNc de huntingtina de tipo salvaje o mutante humano). Se cotransfectan ARNip estandar, ARNip
modificado, o vectores capaces de producir ARNip a partir de ARNm en bucle en U. Se mide la reduccién selectiva
del ARNm mutante (por ejemplo, ARNm de huntingtina mutante) y/o de la proteina mutante (por ejemplo, huntingtina
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mutante). La reduccién de ARNm o proteina mutante se puede comparar con niveles de ARNm o proteina normal.
Para fines de comparacion, se puede evaluar ARNm o proteina normal introducida exégenamente (0 ARNm o proteina
normal endégena). Cuando se utilizan células neuronales, que se sabe que son algo resistentes a las técnicas de
transfeccion convencionales, puede ser deseable introducir agentes de iARN (por ejemplo, ARNip) por captacion
pasiva.

VII. Métodos de tratamiento:

La presente invencion proporciona métodos tanto profilacticos como terapéuticos para tratar un sujeto en riesgo de (o
susceptible a) una enfermedad o trastorno causado, en todo o en parte, por una proteina mutante de ganancia de
funcion. La enfermedad o trastorno es la enfermedad de Huntington.

"Tratamiento" o "tratar", como se usa aqui, se define como la aplicacién o administracion de un agente terapéutico
(por ejemplo, un agente de ARN o vector o transgén que lo codifica) a un paciente, o la aplicacién o administracién de
un agente terapéutico a un tejido o linea celular aislado de un paciente, que tiene la enfermedad o trastorno, un sintoma
de enfermedad o trastorno o una predisposicién hacia una enfermedad o trastorno, con el fin de curar, sanar, aliviar,
mitigar, alterar, remediar, recuperarse de, mejorar o afectar la enfermedad o trastorno, los sintomas de la enfermedad
o el trastorno, o la predisposicion hacia la enfermedad.

La invencién proporciona un método para prevenir en un sujeto una enfermedad o trastorno como se describe
anteriormente, administrando al sujeto un agente terapéutico (por ejemplo, un agente de iARN o vector o transgén que
lo codifica). Los sujetos en riesgo de la enfermedad se pueden identificar, por ejemplo, por cualquiera o una
combinacion de ensayos de diagnoéstico o de pronéstico como se describen aqui. La administracién de un agente
profilactico puede ocurrir antes de la manifestacién de los sintomas caracteristicos de la enfermedad o trastorno, de
forma que la enfermedad o trastorno se prevenga o, alternativamente, se retrase en su progresion.

La invencién también permite métodos para tratar sujetos terapéuticamente, es decir, alterar la aparicion de sintomas
de la enfermedad o trastorno.

El método modulador implica poner en contacto una célula que expresa un mutante de ganancia de funcién con un
agente terapéutico (por ejemplo, un agente de iARN o vector o transgén que lo codifica) que es especifico para un
polimorfismo dentro del gen, de forma que se logre la interferencia especifica de secuencia con el gen. Estos métodos
se pueden realizar in vitro (por ejemplo, cultivando la célula con el agente) o, alternativamente, in vivo (por ejemplo,
administrando el agente a un sujeto).

Con respecto a métodos tanto profilacticos como terapéuticos de tratamiento, tales tratamientos se pueden adaptar o
modificar especificamente, basandose en el conocimiento obtenido del campo de la farmacogendmica.
"Farmacogenémica’, como se usa aqui, se refiere a la aplicacién de tecnologias de gendomica, tales como
secuenciacion génica, genética estadistica, y analisis de expresién génica a farmacos en desarrollo clinico y a la venta.
Mas especificamente, el término se refiere al estudio de cdémo los genes de un paciente determinan su respuesta a un
farmaco (por ejemplo, "fenotipo de respuesta al farmaco” o "genotipo de respuesta al farmaco" de un paciente). Asi,
la invencién proporciona métodos para adaptar un tratamiento profilactico o terapéutico de un individuo con cualquiera
de las moléculas de gen diana de la presente invencién o moduladores de gen diana segin el genotipo de respuesta
al farmaco del individuo. La farmacogenémica permite que un profesional clinico o médico dirija los tratamientos
profilacticos o terapéuticos a los pacientes que se beneficiaran mas del tratamiento y para evitar el tratamiento de
pacientes que experimentaran efectos secundarios téxicos relacionados con el farmaco.

Se pueden probar agentes terapéuticos en un modelo animal apropiado. Por ejemplo, un agente de iARN (o vector de
expresion o transgén que lo codifica) como se describe aqui se puede usar en un modelo animal para determinar la
eficacia, toxicidad o los efectos secundarios del tratamiento con dicho agente. Alternativamente, un agente terapéutico
se puede usar en un modelo animal para determinar el mecanismo de accién de tal agente. Por ejemplo, un agente
se puede usar en un modelo animal para determinar la eficacia, toxicidad o los efectos secundarios del tratamiento
con dicho agente. Alternativamente, un agente se puede usar en un modelo animal para determinar el mecanismo de
accion de dicho agente.

VIIl. Composiciones farmacéuticas

La invencion se refiere al uso de los agentes descritos anteriormente para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos
como se describe mas adelante. Por consiguiente, los moduladores (por ejemplo, agentes de iIARN) de la presente
invencién se pueden incorporar en composiciones farmacéuticas adecuadas para administracién. Dichas
composiciones normalmente comprenden la molécula de acido nucleico, proteina, anticuerpo, o compuesto
modulador, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa aqui, la expresion "vehiculo farmacéuticamente
aceptable" pretende incluir todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y de retraso de la absorcién, y similares, compatibles con la
administracién farmacéutica. Se conoce bien en la técnica el uso de dichos medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas. Excepto en tanto que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el
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compuesto activo, se contempla el uso del mismo en las composiciones. También se pueden incorporar en las
composiciones compuestos activos suplementarios.

Una composicién farmacéutica se formula para que sea compatible con su ruta de administraciéon prevista. Los
ejemplos de las vias de administracion incluyen parenteral, por ejemplo administracién intravenosa, intradérmica,
subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, oral (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (topica), y transmucosal. Las
disoluciones o suspensiones usadas para administracion parenteral, intradérmica, o subcutanea pueden incluir los
siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccién, disolucién salina, aceites fijos,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol
bencilico o metilparabenos; antioxidantes tales como &cido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales
como acido etilendiaminatetraacético; amortiguadores tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste
de la tonicidad tales como cloruro sédico o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, tales como acido
clorhidrico o hidréxido sédico. La preparacion parenteral se puede encerrar en ampollas, jeringas desechables, o viales
de dosis multiple hechos de vidrio o pléastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones (cuando son solubles en agua)
o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacién extemporanea de disoluciones o dispersion
inyectables estériles. Para administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen disolucion salina fisiologica,
agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ), o disolucién salina amortiguada con fosfato (PBS). En
todos los casos, la composicion debe ser estéril, y debe ser liquida hasta el punto de que exista una facil inyectabilidad.
Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento, y se debe preservar contra la accién
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de
dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido,
y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, usando un
revestimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particulas requerido en el caso de dispersion, y
usando tensioactivos. La prevencion de la accién de microorganismos se puede lograr por diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal, y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir en la composicién agentes isoténicos, por ejemplo azlcares, polialcoholes tales
como manitol, sorbitol, cloruro sédico. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede provocar
incluyendo en la composicién un agente que retrasa la absorcién, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.

Las disoluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida
en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de los ingredientes enumerados anteriormente, segin se
requiera, seguido de esterilizacién por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto
activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de los
enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de disoluciones inyectables estériles,
los métodos preferidos de preparacion son secado a vacio y liofilizacién, que da un polvo del ingrediente activo mas
cualquier ingrediente deseado adicional de una disolucioén previamente filtrada de forma estéril del mismo.

Las composiciones orales incluyen, en general, un diluyente inerte o0 un vehiculo comestible. Se pueden encerrar en
capsulas de gelatina o comprimir en comprimidos. Con el fin de la administracién terapéutica oral, el compuesto activo
se puede incorporar con excipientes y usar en forma de comprimidos, trociscos, o capsulas. Las composiciones orales
también se pueden preparar usando un vehiculo liquido para uso como un enjuague bucal, en las que el compuesto
en el vehiculo liquido se aplica por via oral y se enjuaga y expectora o se traga. Se pueden incluir aglutinantes y/o
materiales adyuvantes farmacéuticamente compatibles como parte de la composicién. Los comprimidos, pildoras,
capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de una
naturaleza simular: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma tragacanto o gelatina; un excipiente tal como
almidén o lactosa, un agente disgregante tal como acido alginico, Primogel o almidén de maiz; un lubricante tal como
estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un edulcorante tal como sacarosa
0 sacarina; o un aromatizante tal como menta piperita, salicilato de metilo, o aromatizante de naranja.

Para administracién por inhalacién, los compuestos se administran en forma de un espray en aerosol desde un
recipiente o dispensador a presiéon que contiene un propulsor apropiado, por ejemplo un gas tal como diéxido de
carbono, o un nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por medios transmucosales o transdérmicos. Para la administracion
transmucosal o transdérmica, se usan en la formulacién penetrantes apropiados para que atraviesen la barrera. Dichos
penetrantes se conocen en general en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para administracion transmucosal,
detergentes, sales biliares, y derivados de acido fusidico. La administracion transmucosal se puede lograr mediante
el uso de esprays nasales o supositorios. Para administracion transdérmica, los compuestos activos se formulan en
pomadas, balsamos, geles, o cremas, como se conoce en general en la técnica.

Los compuestos también se pueden preparar en forma de supositorios (por ejemplo, con bases de supositorio
convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién para administracion rectal.
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En una realizacion, los agentes activos se preparan con vehiculos que protegeran el agente frente a la eliminacién
rapida del cuerpo, tal como una formulacién de liberacion controlada, incluyendo implantes y sistemas de
administracién microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables biocompatibles, tales como etileno-
acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Los métodos para la
preparacion de tales formulaciones seran evidentes para los expertos en la técnica. Los materiales también se pueden
obtener comercialmente de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. También se pueden usar suspensiones
liposomales (que incluyen liposomas dirigidos contra células infectadas con anticuerpos monoclonales contra
antigenos virales) como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos se pueden preparar segin métodos
conocidos para los expertos en la técnica, por ejemplo como se describe en la patente de EE. UU. nim. 4.522.811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parentales en forma de dosificacion unitaria para facilitar
la administracién y la uniformidad de la dosificacion. Forma de dosificacién unitaria, como se usa aqui, se refiere a
unidades fisicamente discretas aptas como dosificaciones unitarias para el sujeto que se va a tratar; conteniendo cada
unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en
asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. Los requisitos para las formas unitarias de dosificacién vienen
dictados por y dependen directamente de las caracteristicas Unicas del agente activo y del efecto terapéutico particular
a lograr, y las limitaciones inherentes en la técnica de combinar tal agente activo para el tratamiento de individuos.

La toxicidad y eficacia terapéutica se puede determinar por procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos
celulares o0 animales experimentales, por ejemplo para determinar la LD50 (la dosis letal para el 50 % de la poblacion)
y la ED50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacion). La relacion de dosis entre efectos toxicos y
terapéuticos es el indice terapéutico, y se puede expresar como la relacion LD50/ED50. Se prefieren agentes que
presentan grandes indices terapéuticos. Aunque se pueden usar agentes que presentan efectos secundarios téxicos,
se debe tener cuidado en el disefio de un sistema de administracién que dirija tales agentes al sitio de tejido afectado,
para minimizar el posible dafio a células no infectadas y, de ese modo, reducir los efectos secundarios.

Se pueden usar los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular, y se pueden usar estudios en animales a la hora
de formular un intervalo de dosificacién para uso en seres humanos. La dosis de tales agentes se encuentra
preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la ED50 con poca 0 ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo, dependiendo de la forma farmacéutica empleada y la
via de administracién utilizada.

Para cualquier agente, la dosis terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente a partir de ensayos de cultivo
celular. Una dosis se puede formular en modelos animales para lograr un intervalo de concentracion plasmatica
circulante que incluye la EC50 (es decir, la concentracion del agente de prueba que logra una respuesta semimaximay)
como se determina en cultivo celular. Tal informacién se puede usar para determinar con mas exactitud dosis Utiles
en los seres humanos. Se pueden medir niveles en plasma, por ejemplo por cromatografia de liquidos de alta
resolucion.

Las composiciones farmacéuticas se pueden incluir en un recipiente, envase, o dispensador, junto con instrucciones
para administracion.

Esta invencion se ilustra ademas por los siguientes ejemplos, que no se debe interpretar como limitativos.
EJEMPLOS

A diferencia de otros tipos de enfermedades autosémicas dominantes, la enfermedad de Huntington no contiene una
mutacién puntual, por ejemplo cambio de un solo nucleétido. Por tanto, no se puede implementar la estrategia para
disefiar ARNip dirigido contra una mutacién puntual en el alelo de la enfermedad. En su lugar, la presente invencion
se refiere a ARNip disefiados dirigidos contra polimorfismos en el gen huntingtina, de los que hay alrededor de 30
disponibles en GenBank. La presente invencion también identifica el polimorfismo en el alelo de la enfermedad de
Huntington que difiere del alelo de tipo salvaje, de manera que el ARNip destruye sélo el ARNm de la enfermedad y
deja intacto el ARNm del alelo de tipo salvaje (normal). Asi, s6lo se destruye la proteina huntingtina mutante, y la
proteina normal esta intacta.

Ejemplo I: Prueba de agentes de iARN (por ejemplo. ARNip) contra htt mutante en lisados de Drosophila

Se disefié un ARNip que silencia la posicion 2886 en el ARNm de htt como se describe mas arriba. La secuencia del
ARNip se representa en la Figura 5a (SEQ ID NO: 24 codificante; 25 no codificante). Se desprotegié ARN sintético
(Dharmacon) segun el protocolo del fabricante. Se hibridaron hebras de ARNip (Elbashir et al., 2001a).

Los ARN diana se prepararon segun lo siguiente. Se transcribieron ARN diana con T7 ARN polimerasa recombinante,
etiquetada con histidina, de productos de PCR como se ha descrito (Nykanen et al., 2001; Hutvagner et al., 2002). Se
generaron moldes de PCR para codificante y no codificante de htt amplificando 0,1 ng/ml (concentracién final) de
molde plasmidico que codifica ADNc de htt usando los siguientes pares de cebadores: diana codificante de htt, 5'-
GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GAA CAG TAT GTCTCA GAC ATC-3' (SEQ ID NO:30) y 5-UUCG AAG UAU
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UCC GCG UAC GU-3' (SEQ ID NO:31); diana no codificante de htt, 5'-GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GAC AAG
CCT AAT TAG TGA TGC-3' (SEQ ID NO:32) y 5'-GAA CAG TAT GTC TCA GAC ATC-3' (SEQ ID NO:33).

Se probd el ARNip usando un ensayo de iARN in vitro, que caracteriza los lisados de embrién de Drosophila. Se
llevaron a cabo las reacciones y los analisis de iIARN in vitro como se ha descrito previamente (Tuschl et al., 1999;
Zamore et al., 2000; Haley et al., 2003). Se usaron dianas de ARN a concentracién de ~ 5 nM, de manera que las
reacciones estuvieran principalmente en condiciones de un solo reemplazo. La escision de la diana en estas
condiciones es proporcional a la concentracién de ARNip.

La Figura 5a muestra la eficacia del ARNip dirigido contra la posicion 2886 en el htt mutante. Los datos demuestran
claramente que el ARNip dirige la escision de la diana codificante a un mayor grado que la observada para la diana
no codificante. Sin embargo, se reconoce que este ARNip disefiado en primer lugar no produjo una molécula muy
activa, al menos en este ensayo in vitro. El anélisis termodinamico de la fortaleza del par de bases en los dos extremos
del duplex de ARNip indico fortalezas de pares de bases aproximadamente equivalentes. La Figura 4 representa el
andlisis termodinamico de extremos 5' de hebras codificantes (SEQ ID NO:20; 22 respectivamente) y no codificantes
(SEQ ID NO: 21; 23 respectivamente)} de ARNip para el diplex de ARNip en 5a. Se calculé AG (kcal/mol) en NaCl 1
M a 37°C.

Para mejorar la eficacia del duplex de ARNip disefiado, el extremo 5' de la hebra codificante o la posicion 19 de la
hebra no codificante del ARNip de htt probado en la Figura 5a se alter6 para producir diplex de ARNip en los que el
extremo §' de la hebra codificante estaba completamente desapareado (Figura 5c¢; SEQ ID NO: 28 codificante; SEQ
ID NO: 29 no codificante) o en un par de bases A:U (Figura 5b; SEQ ID NO:26 codificante; SEQ ID NO:27 no
codificante). La falta de apareamiento del extremo 5' de una hebra de ARNip -la hebra codificante, en este caso- hace
que la hebra funcione con la exclusién de la otra hebra. Cuando el extremo 5' de la hebra codificante de htt estaba
presente en un par de bases A:U y el extremo 5' de la hebra no codificante de hit estaba en un par G:C, la hebra
codificante domino la reaccién (Figura 5b-c), pero la hebra no codificante de htt retuvo la actividad similar a la
observada para el ARNip originalmente disefiado.

Ejemplo lI: Inactivaciéon por iARN de la proteina Htt en células cultivadas

En un primer experimento, los ARNip dirigidos contra un polimorfismo en el ARNm de htt (es decir, el polimorfismo en
la posicion 2886 en el ARNm de htt) se probaron para determinar su capacidad para disminuir la proteina Htt endégena
en células Hel a. Las células Hel.a se cultivaron y transfectaron segun lo siguiente. Loas células HeLa se mantuvieron
a 37°C en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Invitrogen) suplementado con 10 % de suero bovino fetal
(FBS), 100 unidades/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (Invitrogen). Las células se sometieron a pasadas
regulares a sub-confluencia, y se sembraron a 70 % de confluencia 16 horas antes de la transfeccion. La transfeccion
transitoria mediada por Lipofectamine™ (Invitrogen) de los ARNip se realizé en placas de 6 pocillos por duplicado
(Falcon), como se describe para las lineas de células adherentes por el fabricante. A cada pocillo se afiadié una mezcla
de transfeccién estandar que contenia ARNip 100-150 nM y 9-10 pl de Lipofectamine™ en 1 ml de OPTI-MEM®
reducido en suero (Invitrogen). Las células se incubaron en mezcla de transfeccién a 37C durante 6 horas, y se
cultivaron adicionalmente en DMEM libre de antibiético. Para el analisis de transferencia Western en diversos
intervalos de tiempo, las células transfectadas se recogieron, se lavaron dos veces con disolucién salina amortiguada
con fosfato (PBS, Invitrogen), se ultracongelaron en nitrégeno liquido, y se conservaron a -80°C para el analisis.

Se probaron tres ARNip contra una secuencia diana comuin en el exén 1, y se probaron cuatro ARNip para el
polimorfismo de la posicién 2886. El analisis de transferencia Western se llevo a cabo segun lo siguiente. Las células
tratadas con ARNip se recogieron como se describe anteriormente, y se lisaron en amortiguador de lisis informador
enfriado en hielo (Promega) que contenia inhibidor de proteasas (completo, libre de EDTA, 1 comprimido/10 ml de
amortiguador, Roche Molecular Biochemicals). Después de aclarar los lisados resultantes por centrifugacion, la
proteina en los lisados claros se cuantificé mediante el kit del ensayo de proteinas Dc (Bio-Rad). Las proteinas en 60
Ug de lisado celular total se resolvieron mediante 10 % de SDS-PAGE, se transfirieron sobre una membrana de
poli(difluoruro de vinilideno) (PVDF, Bio-Rad), y se inmunotransfirieron con anticuerpos contra CD80 (Santa Cruz). El
contenido de proteina se visualizé con un kit de inmunotransferencia quimioluminiscente BM (Roche Molecular
Biochemicals). Las transferencias se expusieron a pelicula de rayos X (Kodak MR-1) durante diversos tiempos (30 s
a 5 min). La Figura 6a representa los resultados del analisis Western. La tubulina sirvié de control de carga. Los datos
se cuantifican y se normalizaron en la Figura 6b. De los ARNip probados, 2886-4, mostré reproduciblemente eficacia
potenciada en células Hela cultivadas (Figura 6). Este ARNip también mostr6é reproduciblemente eficacia in vitro
potenciada (no mostrada). ARNip de GFP es un ARNip de control que no comparte homologia de secuencia con
ARNmM de htt.

Asimismo, se pueden probar ARNip contra regiones polimérficas en el ARNm de htt en células transfectadas con ADNc
de htt humano o en células transfectadas con constructos informadores de htt. Las cotransfecciones transitorias
mediadas por Lipofectamine™ (Invitrogen) de los ADN¢ o plasmidos informadores y los ARNip se realizan como se
describe mas arriba. Para probar la capacidad de ARNip para dirigirse contra los constructos de htt informados, se
usé IARN para inhibir la expresion de GFP-htt en lineas celulares HelLa humanas cultivadas. Brevemente, se
transfectaron células HelLa con duplex de ARNip de GFP-htt, que silencia la secuencia de ARNm de GFP-htt. Para
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analizar los efectos de iARN contra GFP-htt, se prepararon lisados a partir de células tratadas con duplex de ARNip
en diversos momentos después de la transfeccion. Se llevaron a cabo experimentos de transferencia Western como
se describe mas arriba. Brevemente, se recogieron células HelLa en diversos momentos después de la transfeccion,
su contenido de proteina se resolvido sobre 10 % de SDS-PAGE, se transfiri6 sobre membranas de PVDF, y se
inmunotransfirié con anticuerpos apropiados. Los resultados de este estudio indicaron que el ARNip contra GFP puede
eliminar la expresién de la expresién de GFP-htt en células Hela transfectadas con el gen GFP-htt. Para estudios
dirigidos contra htt exdbgenamente introducida, los procedimientos son como se describen, excepto que se usan
anticuerpos anti-Htt para la inmunotransferencia.

También se puede usar iARN para inhibir la expresion de htt en células neuronales cultivadas. Las células ejemplares
incluyen las lineas celulares PC12 (Scheitzer et al., Thompson et al.) y NT3293 (Tagle et al.) como se describe
previamente. Células adicionales ejemplares incluyen células establemente transfectadas, por ejemplo células
neuronales o células neuronalmente derivadas. Se pueden usar lineas celulares PC12 que expresan el exén 1 del gen
huntingtina humana (Htt), aunque la expresion del exén 1 reduce la supervivencia celular. Las células GFP-Htt PC12
que tienen un gen GFP-htt inducible también se pueden usar para probar o validar la eficacia de ARNip.

Ejemplo lll: Administracion de ARNip de Hit en un entorno in vivo

Los modelos de ratones R6/2 (que expresan el producto de ADNc¢ de htt de R6/2 humano) son un modelo animal
aceptado para estudiar la eficacia de la administracién de ARNip en un entorno in vivo. Se usaron ratones R6/2
genéticamente manipulados para probar la eficacia de ARNip en el extremo 5' de ARNm de huntingtina. Se inyecto
ARNip de Htt en el cuerpo estriado de ratones R6/2 mediante una bomba Alzet. Los ratones se trataron durante 14
dias con el sistema de administracién de bomba ARNip/Alzet.
Los resultados de este estudio indicaron que los dos ratones que recibieron el ARNip con Trans-IT TKO (Mirus) como
una disolucién 20 o 200 nM a 0,25 pl/hora no mostraron deterioro de la alteracion motora desde el dia 67 hasta el dia
74. En general, se espera que estos R6/2 tengan una reduccién continuada en la varilla giratoria mas alla del dia 60.
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Equivalentes
Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de determinar usando no mas de experimentacion rutinaria,

muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencién descritas aqui. Tales equivalentes pretenden estar
englobados por las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una cantidad eficaz de un agente de iARN para uso en el tratamiento de un sujeto que tiene o esta en riesgo de
padecer una enfermedad caracterizada o causada por una proteina mutante de ganancia de funcién, en la que el
agente de iARN es capaz de dirigirse contra un polimorfismo alélico dentro de un gen que codifica dicha proteina
mutante de manera que se produzca una interferencia especifica de secuencia de dicho gen,

en la que la proteina mutante de ganancia de funcion es huntingtina, y la enfermedad es la enfermedad de Huntington,
y en la que el agente de iARN es un precursor de ARN disefiado por ingenieria, o un constructo de expresion disefiado
por ingenieria para expresar un precursor de ARN disefiado por ingenieria, y en la que la regién polimérfica contra la
que se dirige el agente de iARN es distinta de la mutacién de la region CAG ampliada del gen.

2. El agente de iARN para uso segun la reivindicacion 1, en el que
el agente de iARN se dirige contra un polimorfismo seleccionado del grupo que consiste en P1-P5 y P6-P43.

3. El agente de iARN para uso segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el agente de iARN es un constructo
de expresion seleccionado de vectores retrovirales, casetes de expresion lineal, plasmidos, vectores virales, y vectores
derivados de virus.

4. El agente de iIARN para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el constructo de
expresion comprende un promotor de la ARN polimerasa Il o un promotor de la ARN polimerasa lll, opcionalmente en
el que la secuencia del promotor de la ARN Il es el promotor del ARNnp U6 o el promotor H1.

5. El agente de iARN para uso segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el agente de iARN esté contenido en
una célula hospedante.

6. El agente de iIARN para uso segun la reivindicacion 5, en el que la célula hospedante es una célula de mamifero,
opcionalmente una célula de mamifero no humana o una célula humana.

7. El agente de iARN para uso segun las reivindicaciones 1-6, en el que el constructo de expresién expresa una
cantidad eficaz de un precursor de ARN disefiado por ingenieria dirigido contra ARNm de Htt, de manera que se
produce el silenciamiento de ARN de dicho ARNm, en el que el precursor de ARN disefiado por ingenieria comprende
(i} una hebra no codificante que tiene suficiente complementariedad con el ARNm de Htt para dirigir la escision
especifica de la diana o la represion traduccional del ARNm de Htt; y (ii) una hebra codificante que es sustancialmente
complementaria a la hebra no codificante, de modo que las hebras codificante y no codificante sean capaces de
hibridarse entre si.

8. El agente de iARN para uso segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el agente de iARN comprende una
primera hebra que comprende alrededor de 16-25 nucleétidos homélogos a una region del gen que comprende el
polimorfismo, y una segunda hebra que comprende alrededor de 16-25 nucleétidos complementarios a la primera
hebra.

9. El agente de iARN para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7-8, en el que la primera hebra comprende
una secuencia nucleotidica idéntica a la secuencia del polimorfismo.

21



ES 2969 371 T3

\ARME

DODLLLIYD
LYYV LOMIOD

.Mm\. T
i N xv:\v _rL

WHDOVYLYLO
YN 00
LG G ELEY

DYOYD p Yy

FOLLLIVYIY

SEEDINOO0IE
DODLDO0BLL
DLIEROLEY
¥DD9009108
SOOI

DERILEDODED0

A dDChEID0
SLLOYEYLOL
s alam e
LODYYLIEEY
TDLIDDLLOD
LOLLOOYEIL

WYIMENOOYE
BRSNS
ADTREI DD
TR IO D0Y
WOOLLIODOY
WESDO0RL]

RODDDLORE

LY LY
FAS 0L 101

f\ ads i .iv.mrw o

RV uﬁm FN

DOLODLNODY
SROREERLD
LYLYYIESLD

g eI T
i“_ur\.u.t.,s,k.L

AL

U

1500810018298
SISO
SIFDLDOYY

DOFDTLNOED

DUV LLLLOSE

DEYYIDOYDD

P 103N T SN

HE00E
DOREDEYEOLO
DOEDEYEILD
HoALLLINYED
TOLTFEIEYSD
OOMISLIVYYD
SLLLEYSD
LLOLE TN
SOV Hw
YHYOYOLLEY
LDLLYAIEYD
FOOYD1050
G OLIEEDD
BOTERSTIETINY
O DS IE )
WHODLOIIYD
I9¥SD50020
CLIEEYEOL0Y

9% 81485500,

M.M .w... UP_LUPL,.U,.

YOSDDDDO

TEDLOYLLIOD
YODYICOINL
EDLICYEDD
SELLIDLLY
OOV

oy T ey o, Ty
Lodsiand oAbt

DOTSDLOLEN
[ AR SN PP
AR ASS I ON R

HONIOEOLAY

LOLODE0000
DN INDOOY
DQOBD0EYIYY

VOSE DTN

SO0EELLI0E
TODIOYDELY
DEIDOIDLDD
DOELIDTYD
DONNDYOTOY

SO80

ELOLCDED
WODNOLDYOD
DEETOLEI0D
DLV LIYYEYY
L line)
DSLLOYLION
VOUYYYYLLY
DYYYOLYE LD
SESFOSIDL
YYOYILOLIL

T
ind e Y‘wr\ k

JOYDIHDYIDED
V,J.m.o\w aLUT\—H \U\v...\.,ﬂ

frlattataty sl ara)

e d £ e

= e Eo B s S
Lon R COTE ot B o T L
L) = L e

02

T B
=i
Mmoo

i T o NS o R o S T S e T S o S
o™ [ae] M N o L v B o N
Fan S oot B TR 0 R L T~ W~ S € & S SO0 S A

-
18

=

vt e

i

L)

22



ES 2969 371 T3

g1 9ld

YOI LLD

DDDDYEEDIND

DLLLLIOZEL
OOLEIYODL
LOVEDLYDY
DINITTHIED
DOOFYDIVOE
DLOOODDILL

LLOLODYDLE

DEDOOYI004

YOI D
O SLOETDN
SR AR

DYDLHSDYYD

IYOEYODLLY

LoDV DI
QWUHLLPMHR
HEDOLOLISD
SLODLLDLEYD
DYDOEDYIDL

DO OROYDD

Ll LOIREODD D
DYLLADEDL T

DL DOYY
SYOLLOLOLL
LIFLLLYIND

DOLIDLIVID

ORIk (S101-4-10) -4
HOLDODD0WY
YBIVYOLOOY £

LLDLELYDOY

L DLOGDD:

U

DHILDDOYD
LOTOLO00YD
CEN DR

DIDOLIDODD
IOEOOYE LD
WEDDOYODLT
DY OO

UHHLDnmeuH

LODYODY

LDV IYE
SODLOLDLEL
YOI D000
TV IEDLLE
CONMIVEOL LD

hu..\..)
S THIGONND

DO LEOOED
SOOEDONOTY
SOLMIGDEDT

SOYDITODOD

I SNSDYLLOLS
OWDDLIDYINY
DLODEIYO LD
SOCNYOYORL
SO OO LND

%UM:E «._‘J.m.m,_

SO

Bt

SLOLOSEEY
DIDLLEDIOD
JEODLOLIOL
LIDEEYOYYY
IO
SDOSEYIOLL

SROINONYD

M‘MH_ \rr\ .?\.H Hflﬁw

SYLNOLOEYD
DEDIDIVIDD
THDIOYODS
[ SYODYONDLD
SUEYOLLOEL
SHCOYDIEE
DISYYUDDDY
LINYEED IS
DEDDODEIVD
DIOEYODYIE
LY LEDDYD
THEOOVE YD
DODDENDLIL

PRI NN TN N L
SIS
SOESELTLOY
MoMED GL‘G
DL LOTERDSN
DLOYYOSY
YOORI000Y

VOIOELEYOT

DELOGEA DY
YODOINOMEO
VYYD
AYIDYODOLD
SUDOZDLIDYD
LEDLIDVODE
YL LY LLL
SORGTOLLOE

VIDOYDL

nnw.rL.H.JUM m- ‘.Mf
DODOYIEY LD
SIEDIED

DOOOEEREDY

HIDLITEONDN

LODDOND0L

SYDSLIVOED

LOVSIOLIDY
SUIVDAYDLY
SRDIWLONY DAY
LO3IYD
TYOLLIONLO
YIO0DYYI0
ESDOYRI000
DO0DYDTODY
DOYIDLOLLD
YDEOYIYOLO
YILOBL0DLO

o

o e A T e e B
WooN Do o WD
=N T Y e oy
DA A S S T S T

L

i

b |

o 0 o= O
<>

OF N

o T
L e |

f
o4

4
e

23



ES 2969 371 T3

1L OI4

{.?h.hupﬁm__ﬁ _‘Lrﬁﬁﬂ\l
DOBBDOOYRD

YHOEYDLOLD

DODOLLLEYD

o
LLOODOEDLDL
DEDLIEIL
DL Lo LL2L
LTI LY L
HLEOOYY IOV
EOET L0
DLDO0SDLEY
DOYLIYI IOV
WEDLDL LD
DODNGE IO
Wl 00TY

DIDEYOOIYD

f:i

LEE N DOET)
THYOSI9L09
SOYITDOIYD
998ISL0I0

-;_...?mm i i ‘wumn..w‘ﬁr;

SOSLSEDDLT

SLDLLL Y

1)‘

DELIOY DD
IOVILIDVYINY
YOUONOYDLY
IOVDINOLD
DLMODEOD0D
YEIYOLODL
LLDRETEOWD
YADLOLEDIY
LEDEODEDSDE
DL KL
LELODLLEID
SLIYOVDODT
THDODLOVD

LI EOYONY

SOLYDDDLILE
LT ODLLLD

DLOLELEES
ALLYLIOVY

IDDDVETEVS

AW RHIR TR

4
z:f'l
B
]
F:L
£
o
i
"1'1
N
&5

CNSNEDINDLD

TOOELEDED

Lok L LB EVEN

4
OO OLLD

TR

SO LIODYL

ey

LS LIRS
ST OOYYD
WHLIDDLDEL
DESLYOOLET

DOYLBLOSYE
FLLLOEDOLL
LIRS
VoDl L0D
FLEYOT DV
TEEDLI0ELL

CHOLOLYTYS

w3

DL LR
LB BT L
DoADIIIET
PSS L

DO IO D

HoDYDILO0L

SHXDDEIDYD .

SYEEDDYODLL
SZDLLDDLLY
YHOOYLOLOV &
AYIDLIIDYE0
isEckaL)

DOWID

7L WYYRDDLWILD

YILLLOIDOV
HONEOLEDNS
LODDOEONIY

LSl DB

IDLLOYYELS
TEILD L3
2LEIYDLO

DOLISODLIY
LN OT L
COLDDFIEIE
SODLELEYD
DLEOVOEEID
YYOOILOLE

SLEDDLLLYD
LLEDEEOEDD

LIV LLEDTD

SLLEYIEEDD
LTI IDLDL
DL LOLDVOILN
THEDONIY DL
JODIYO0ELD
DOLOLYD0 L
YOLLILIDEL

b2 &L&)AHJ&L
DLOYOLEDLD
DOTEDLIYIN
SO LIY
LOEEDIOT

YOYLOYEDLE
SYYYIMLIDLD

LT e D T B R o TR o T o I o
= o SR> TR B ¢ B S s B T v B AN
W @ ;D e
o I o T A B S & U & I . T 6 TR L

i
oo
L
Lt

-
£
€8]
N

24



ES 2969 371 T3

al oid

30 RODEEYYY

SN IYYYYOLL
T DN

SODLIYLILE

AO55109LEL
FLLLIDYYYY .

TOD D00

DLOIYDILLE
DOOOYDIDDT
DODELODDYD
OOLIOLELIAD

WAL LDLDEL

Lk DD
DIREDLOINYD

Y Tr ey
s Do ke H.r

LOLZETOVOUL

ALDLITNDON
SHODSDIY DL
WL LOOOYY
Sl EEOOOYOL

heala S vt & 2t h‘»ﬂ G
LODELINIYED

VO LLLLDE
LERLOELDED
PEEOY LD
BRSNS
LY O0D
LIEDTIDLI0
DOLMOLLLOY
LOLHY 000
MNP NI LA vidal
DEHOLOND0L

L OME LS
LIS
DLEDONIOLD
ORI DN
DODLLODDED

DOONEE LD
DRLDTENDIO
CIDLEILOL
DIELEDEY LD

LoWD000DLE

FOLLITIO0M
e :U_LEUC.L.L
ORNLOORG
YOLEN IO
SIWLTONDDNED
DLLLODOYNOE

DO LIONNEY

DUDIY LD
WOODONIN
SEME2DUIWY

SOV LENE0D

YOUWYEDDY

&

YYOLIYOYIY
MQBU@BBQQB
DYIDELEIOLY
IDDEIE T L
I OLLE

DY DONLLODO
RIDDOIOES
THIOMIDEOTD £

YOV IDEL

f ot N ) 2T
DLW N I0ED

LELDNEEYOD

IONA-EIN P44
OO LY OO0
LUEYYIO0LEL
Sl Ll L ELDd
WOLLLOYIYY ¢
LODNONLLDY
DRI L YD
FYLEILLE L
DL
WODIDDIHEON
INSLLTRLIY
SNMDYOEDY
LIDED RO
DLOSLYYESL O
LoDNA LN

DYDY

YWDLILLYSLY
LASh & AR INAINA 4
SELLTLDE L
SLISDLIDED
TOYLOYIVYY
DLEYOHLYED
RER-AI L ORI
YOOYIEDDDY
LO¥DOEIDLL
TODMOD00YY
HDLL2LLEYED
QUMLYOUELD
YOEOLOLILD

DLEDNEYRERLD

SL2DLOEEAL
A LOVYITY o
BRHbLAK LA
erfL F,.\r‘.wfntemnu

AOYDDED0E

TODLIVHT )L
R::H,mnuwt QQM.U
\«U“wﬂw WS

DOLERNE RO LD

— T

DSL AR AN
SYOLI0YLED
Y LOLDETIE
L0000

SELODIBOVE

1267
82204
féav
TeLY

25



ES 2969 371 T3

41Ok

DEDAYLDL0D
SOOI D
HONPAZINIA IS,
DYDY
(SN 8L LN WIS,
DLEOT DD
YEOEIDDDLD
DLODLTONED
DELOLLLOYEO
DO0DLLDLVY
DD LLYLOLLL
YEOYLLELOL
THLTYEDY

(.;

STHLYN LYY

s LR B L

FLHEIDLDLOY
WL BODLE0
DIOYDDLLIT
DIMIYSLDOY

DD LO DL

S DLIDLD LD

LI EE

FYEIHLOLYYD
DYLLOYLLIOH
DLITIONLIY
- WNLee:

DYy OV T T T
_.L_LMW 2l d 2

O INLEED
TOVYDLIEE D
YoLLDLI DS
YO LDODLE
DOTIDIEILG
LTINS

LOLIEDZEDT

DEDDDOLEED

BANSEA RTINS
SN EDN0ENED
DL BLLY
IS ATI AN
a0
LI IDWD

)40

T:*ﬂff.l

2%
o}
ki
ToREOAYEI0L

BI¥DIOYID

Patatar
SIOY0

(,)

LOATIRIOIY
DOYSLEY
Y- &~ (0T ARV Y
kA A L 4 4]
RSN AN B

LG0T

WA OADID

13

ey, S e H\.
e e :Ln

ey

esd «Mr LELTOHED
‘d-q

...—.\__..L am r\n rk.L(

TONDOLLOLD -

DONDLOLEID

bﬂ&f@u&t&

e oy -, Pl
LN Y ODLIN D

SHOLYYYLOE

L2 LLTOL00
LODEITO500
DSLIDLODOY L

-~ Ty TR
DLIDLIDIYd

AW FHDDIODMYD

BILODEYSLL
CIODOTEOLA
DODIOASLIO
SLOLLOTEYE
OIMEIEITY

BOADED L

IYIINID

LY BE8599Da T
OGNSR ESL IR NINP
IV OLLOY00Y
LI D000
IV LLOLTE0D
SEINTDYOOY

SIS0

EOVINDE LD
LLIYYDLLOD
TNIDELDDYED

LOZLOYOYED

i3

LoD
F LMY NDEY
DHLOEIEDED
DL LIONDDY
il B B O0DLE
DL DL
LEDYOLELLYL
OO ELD

mwwm@m@wwm

TOLIN LIS

LSOO ILLD
WEOODEI0EY
TRILOYO0L05
WU LLONDOED
DYOYTHEDONLD
DDERDLOL
YOFIOYO0LD
LODLOLDDLES
DEEDEI00Y
AL S NAA 51|
CHLDTEDDED
HLLD LYY
SNMOOOALLNY
SEVOVDYYELL
LI IODLOL
A LEEDO00
LOIYIDWID
LY OEILYYILE
YEIO0LODLY
WOEIODLOWD
FOLOWLLOLY

ics

1LY
T0Ls
178G

w3

-
N
W
[Ty

-

i

=i
phe
=3
e

e
gt
[(p)

26



ES 2969 371 T3

41914

HWADDDADLEAL
SOMDIDELIY
RAVRSARIL 8L
[A£R :\ ah Mwni twwwnuJAwM1“”w% 7

WOMDIVHOYY

Y¥OYIOLDYLL

T ILOLLD
TEDOS003LD
RDWARE LI
DN LEYYODYD

GHLLODYOOED

SIS TORNG 013 0N
DOSDCIEYD

O IEOISYST

S0 s
OYODYDEH DD

. PR
YOBLIOEN 0D

SLLLEY050E
O DLFI00E

LY DEBLLOO0

Liin,s

SEIDNDRIET
DAL DATAANS
DLOLTESL DS
SIEOLLYYYS
DL DEED
Lo EOS
SYSIDDEN DD
INASANS LA ARICY
:4£LLUQH
S N TAT SR ATIY
M_H_.ﬂ.n \Jrﬁ}:ﬁei
DIOHSYYYEO
DOLLEYLLOY
TEOOEIEEYD
SLYYI09L1D
L LoD IO

LOWEDIHOL
SOLO00LO0Y
SOCANTEODY
LELIY IO DY

@

SO LD

DOLLISLOLY

YO DLOOLD
SEDDLLDLOY
d YOI LD
DEIHEEY D00
FILIEDLLDD
MoOoo0L

To2
LN STILEDL

F
w

I3LOBL000
Q242000030
DLETOLEDEL
WO L
SEODDLI000

LOFHLLOYY
T ODEDEDDLOT
DY HMP&;J

OO

Ly

)
F“:

HLETDOOLYEY

- VYT
r\u K! ;

Yol

U
H

ODDBLYDDDE
YODVODLIDD
SOOYIDTIVD

YOOVITOTIL,

\ wﬁur\rr\.\_ r\ul_ rv

OHIODM D,

HﬂLwDH D)
ARG ARGIC I R 8|

DDULAD0L0E

YOBLILTILY

DY ITDLO00

YOLEDENDENY

¢ BDELIODDDLL

O Y¥OIMIMLOVY

A0

YoLODLOWYNY

IOYSINIDAT

COYDDLIOMILD
THEDOY IO DN
LIS
COYYLOINYD
SLODLOOYIY

LEDINDLLSD

SESDLODO0

LODLLLDOND
LEDY J:mﬁmuj
LoD LOT0

L_.Pr\._h‘.f.vrlw-f E-k.hrﬁh

DDD0DD009Y
IED0YID009
HOOEDLODI
LISYODILIY
DS LODYYDNL
YLODIOVOWY
YODDLIOL DL
OO0
TDLEEIN I

Lo LIS

SOOOEIDLED

DEILLI0ELO
WL 0000
LL LY OLDY
¥OLYOIV2LL
DOLOTECOLDL
WAHODooLDY
SEDTLOOLOL
LWL OLOD0Y
HLOEEONID
DELODROIIN

SLLIDUTIYD

s o ot I T T s B o S o |
[ S i W oo™y o o= O
[ T =~ N 8 M (7 T ]
[ T~ [ - I~ r~ B~ - I~

b
jie]
3%
Ltel

Loar)
el
(%)
W

A

\

T&L9
1219
19589
1099
%49
teys
1iva
T8£9
LOED

27



BYS0OVILLD

OYOTOLLDLS
CONM OO ALY
DEDDDYDLOD

91’9l

ES 2969 371 T3

LLYDDOYOED
THEDEOLD08

FODIOVILOD
HIORONOTE DT
LE9LL LUHUQ
UH@UwUUwBU

AL -ANSINL 48504

T
W IETS ..\

L
DOLT

LIS
AL
JLLO0
DO O0
LS
DUREQEN OO
DEIIDLLYLY
ARSI H
ToDE

IS8LOYDL

Oﬁn_H

T os

VOVION 2000
U MU_H_ _H vt
LHDELDYTIDY

SRS L 0L

YOLYOLO000
OOLDODOY

IBLDOIDDOY
LW ODDED0
OYIDY DL
ODLOYLILED

ToLDD0E

DLLDYODLOD

_\v-l\

ITOROERI5H
TOHDDUDLD
DEDODLOED
HLODDIOLLE
TETINEOYONY

ST Ly T8y
PRI ‘...r

LoOLONd LD
OO

ﬁuh..

COLAS
OYDOTIDU0

\jﬂ-va
Yo

FLELLOLTHYD
SN0

T T T
PRI

LLEORERLD0
SLYDILDDWDD

DLEZODOEIDL
CLDLIDOYND

DESS LI LE

DEMDDLOE00
DO YD
SRODYODYOD
DLDIDDTLY
SOOI
LR DTN
FLILE
NIV LA RN
LaD¥oooYED

DIEIR0LON
TEDGLELSD
OYILIEIO0L

VTN

DYHTEDTE 00

YW OIOEOLD

DL

DLOYIO0D2L

YYDODIOVOY
LO99H00Y

100
DEDLE0009Y
T SL 0L
IVRLOOYEL
LODYDIENOL
SYIRIOLION

DI
VOTHOTD0Y
YOLYO0IOL
VOV EINL00L
PJBU;w&xmﬂ
DOYYDLINDY
FEDLILODYY
SOLDDNLOLY
IO OIEEN
OIS
OYIAVIRIOD
LODLERVERT
S IYOSLLODY

YSODYYYDID
OTVSOLODID
OZIODYR0DY

R 4ﬂWhJP

VLR YDED
SR

SR

LY OS0

DLLODLLLLL
DEDDLOED0E
DDA IOND
DOYDNEDLD
DENEENOIYD

IRIA T
L, \\ ol

I 0D

MY IIYIDLD
YOLoOIOO0YY

SRLDLOVILY

DLLSLIDLED

Q

28



ES 2969 371 T3

HL Ol

DIVIDLIOL

9]
SOVOLSSDLY

JoaPua¥ ol gt la i
g | umu_ p

Vo nrd 1rr LhdA

k4
DEDDLYDIYT
[SRINA-ISAMNA
WM

NG LA Nt

DELODHOLLLD
IYD0D0YD0L |
OYEELRLD
LOOILETNND

TEDDEITHLD

LYoy T L Esy T &9
s Jidd brk.\rk.u.(,ru_

T \JU
{..hrerfvsu

o
QEDIDLITIDD

e, e, - . AT
Jﬁr\mt“ ”w.xm .b

Uﬂuﬁ.‘“}i \J\.r(_..w.u .\Lk

b

DOLELDEOYY

SYOODLLIOL
DHLOLIDEID
HEDETT DER
DOV IND

DOBLSLI000

\J.\ %..\}.A,Wrud nﬂmm..‘
RO DY LD
WO OIVDOY

DOTIODEND

SYEYIYoRLD
«H?\_.u NS LS
DIDVHEDLLDL O
DONDGLITEDD

SELODLLOED
FOOYODTTYD
B ANRS LIS N
SIOEYOTSNLY Y
NEINRONESY & £

LY D
YESYIOD0DY
VIVOYIOYOY D
ORI AT
OBOBY LA
SLEOW DL
SITLOYDYDL

wn

UoESLOLESD

LLLDYIOD0D

T T T T T T
i e dadre ikl :ﬁ\rurﬁ

SO Lo

TL O IRT

LOYILYOLIOL
YIDLLI00NY
wm‘»bwﬁ\.u“nw:\t\h vat

DOLEDES

2

IAMMASINTIL L35,
TYOLOSHE T
OOLLOOLEDY
AL ORI 4
IHSOYIEYDL
LEOLIOOEDD
LODDIOLODL
LIDLEOYELY
VOYDOOLYDL
LODIHDDTID
ISLOIY IO
TOUDLLOYYD
D9DIILISOD
IO9LIDOLYY
SYILIDINLD
SHIDIOLYOY
wwuauUm99$

DLLLODLOOY
HILIDDYDLOD
TYDEDODLDL
IMAODDEODA

DODDDHEI0DY

TEODDDILAY
DRLYIo20D0
SYODILYDDLED
LOTOOYLLLY
DYIEELYVOL
LOODLOE200

v

—
W
& O

=

i
L
QY
$ ™ O

T T T B B B S
[x) =¥ 3 LG iV o <
=t =P Loy L [ HlE
L N S T < S = SO > S« N

e B o RS R |

N oW o W o
A =N ™
NP

—F
(S
e
[

29



ES 2969 371 T3

11"Old

DALY
DO200LY0LD
DMILDDELDD
DL OEEDE LD
SOOMOYOTD
TSN (E;H

LLoDO0YnLD

LY LLOLDYD

DOMOLOYD

B

3

DOVEDELT
DEIDLDELOLD
DOLIOESOY

o

¥

DN DL

SELDLEDO0ML
DG
IEFOEDIVIS
Fl A LTI TL

ARONRSL-4- DA MN
SALEDDLLOS
LD LIDDDOYD
LA DLSDLIDL
wwmubw:_mB
WIS (5101 00
SOYDSLLOIY
SIS LD
SRV AL (PSR
DADESSDELD
WD LIOEEDD
SRDDSOEDY
L XIO0EDD
YLLDODOVIY

Hﬂ WOLD
DODRDDNIED
YA LEOLOND,
YILLLEYOEYDL

DELEDLONL

SIVYIEOYDS ISVILIOOLET
SI0LYOINID YS090LI08Y
SEVHIYOYOL OLOSDLIVED

HOTDDDO00LY DDLDLINDDIL

L ITOON DLL2ODLROY

TEVIOA ST THOLDILSLD
DL D0 TEDDGD0EL0
SLODMEEIOY DWYDIDOLLD
SIEIDINGDL WODIDALDLL
DEOLOIDINL D54 a) e
VDLDIDDELD DDID00RYID
DO DDA DRLDOLSEON
DONEDOEMLL NOOILDDOND
DHALLYDEDL f\.\,.t AN

vL.vu 1#“U\UAM M. [( », _r-i‘ PmL F\HWG

A TE P IS 175 T P00 SRR PR NG T VY PR 10 D YRS

DADLOCDEINY DDDINOYIYD

SLODOLID06 EOYIYYDO0L

SDDLEDLDD DLODDNEDDE0

WHOLEY
HODONDDEVE
WBLIBLOED
DHYDDIYYVY
OWDDYI200A

BBLEN DL
[ 1S b A
[SIRNOSL IS W)
DOYEIYDLDD

OIYOSADDLO
Bmmwpmmmwm
LEYOOYO990
N\HWF»\ wnvw\irl_c-s\:\a
e

AR ORISR

LLALLDLYIDL
DESHOYLO00

SHODOLLLYD

DL

SN DYINE
DL LLEDLDL
SENODDLNDD
wODDIMIYON
YLV OLOLD

LEEDDLLLY
RS ARS NG SN
LD Y 300
IYLOYALY LY
DOMONDY LD
SIS0 191
LOD0DOLD0YY

WHOHSOD0D

I =
N o =K
Mo W W
] 22 ]
et el e

N
o
-

WD W
I ]
—

o
(S
[
o

Y

o oo

30



ES 2969 371 T3

POl

SYLDINIOLE
TYILINSOLY
OBLIDLILLE
OIOITYYODL
DI ITOV
SOYIIVID00
DONOYLLOVY
LOYDYYINLD
YIVIYOOInT
BB LD
LALOA0000¥

T -
LI 1

L

iir

o
£
E-&

i

i
o
3 ]

F“{

&L

B

0

[y &
gr} £n
Q]

& U
0

S

Ay
e

0

DEIDLLDEDY
LLLIOSYIIT
U@Uﬂﬂ&&ﬁ&@
DYDDYODEDD
SEOOEINNEL
LS LOIOI0Y

RASIL R

YEIODHI00D
Y¥oOnLLIO4L
LLLLIDLIED
Ll IUDJ;J.L. J:h—H_ %1\3
VOSYEEETTD
LENDTIVOID
0IS5YI0DID
uwwﬂzaa

YODIMI2LIETL

YOV ALYOYY

Hwhwmw A8
Rs HJ mw)h..h.mm‘
FO¥OLILLOY
T L0 BELST,
BIANG3 Ay

I-“z
C

DOSYVEDLID

:\f

QRLENDDDLE

LAY L0

HOOLILD L5
SERYIDORYD
SNEMLEDDLL
YOODEIYYDL
OFTHINOYINY
LRHDIDLDL

£ L T T
“ \.@“dr\_wu MLL._.::L

DEERRLDDOLYE
SLLIVIYLLL
TEDLD T LLD
THODDOYR0Y
KRLDOOOTL
SODYYELLEDO0
DOADLODNED
DLDOYIEDOD
CODNTIEDLD

T LODLOLOD

E00I00819
IR DLTY LT
2DLODDDDAL
LAY D
SN SR SIS RN
EOLEOY095
ADYDLILOYYD
SLOOYOYOND
ERODOYO00Y O
cum VDD
izom gk
LEODLEEDRL
SIYOYILIS2L
DBDOODLEL
TEODLLLDDY

TOLIYEDOD

B

L

SHDOYSLLL
OVDOYD0DYD
LOLORDN DAY
L mtﬁw sy

SLOLOIY AL

INYYYODDLL
LU0

LADYYDLELL

EOLOEILYTY

CODETIHEEDN

SONOOLO0LE
CAEDLDDNE
LD LLE200
B SN BN
TOSOODESDS
T LODI00S
T dal m YOS
SLYDCOLEDD

7 e
,Ur\ M3 7a%,

OLIRDDLI00
EODLE LD LD
BAGLALA- I8 W0 S:

Ll LOLEDD
DALY ITHLDDL
DOLLIYYLELY
TELODLLD LY
DDLIEIIOLTE
DI
DOLELO0008
& ¥LOILMEDYOYS
YHLOYLINGL
LODEIDY DD
YLALDELLILD
HEYIEETHLE
DD IED
DOTEDDOES
TETEDDLIDL
Hmﬁﬁﬁmmmww

TODLDLYOYD
WYL,

i

3
il
= WY
SO
P T e ]

]

i
Ria)
(88

i
ol o
oo ;
O
==

o
<F

&
o3
‘«i

e e I

L L [t L0

[ S e e |
§ON St NN

D B o SRS e B |

Enn SIS oo B o

b=l

5
-

o
o o
©» @ o,

3
W
Tha
i
=

Lo

e
= O
S
Lt
=t

=

18571
1eall
O Ter1i
TOPTT

31



ES 2969 371 T3

ML O14

&
S LLLLLLY

SELEODONEI0

LD LDLELD
IEOLATDLLD
YDOIODNOD0
DOFLIIOTND
YRLIDTIDOV0D
HOOMLDLYTD
FODUDYIDDL

YOI

TLLIYLYLDL

kb v

LOYDDOYIED
DLIDDDLDDE
LODDLOINYD
BEEDDELIDL0
5 BRI DN

E&Lw LIHIH

LEOYYDETYYD

LORLDDOR L
HODONLIDDL
DID0C0L0L

1...:]. e~
wH._ P\HI.R\.RF:P\

T T T
‘fu_lh hff«{t.“ur\r.t._ﬂ

DOVOOUSYDL

J&\ LA sty i &y 55wy T Ay
S Rrhd Nt Baldv il vk

y YIWOOWO0D

DLLOLD0EDD
unmuwnru
o P

.H Lr\r\dr\_r ,.h.u

HOOLOEIYLE

mﬂ.‘ﬂ.ﬂﬂm H_u\-hr i_l\

SHDOYYDO0Y

rw\v

LOLOEDOE00
APAPARGAN IS L- MO P
SDDLOTNNY

DO

SO9INDYIL
VLSS IYDIS
ADSYHDOT
SOLLOOTNOD
IODYDLIYDD
TYDDEIEOY
LOSYIHYDIY
SYOVDOVIYL
LODYYOEDL
S LILOLIDLY

I LOLLY
THDOYDYDID
COUAEORLTO

DEDTHEIIODL

DDTOY O
Uh. p »U ram”uﬁ\vu m”h U

HELDLTIELD

SODDITDLL
LOYLEDDOYD
WS IOEaTLD

SOOI Lo00

Y DLO0L
LLOSEYYILD
DLDONEDELD

DREIOLIOID
SYDDONDLOD

GEERLDEHIDL
SLESGDIICO0
SLLOLOLLOD
OOOLIEDLLON
SODLIOYDDL
WL AL R KRR
SO DL
Ll ODLLDL
[OATRAA A b M et

32



ES 2969 371 T3

YZold

sadri1byb
BT168TM4ThA
ﬂamﬂﬂﬂmMHw

2 DITAIT
sTudiTesss
AaADY TR TA
WIITsEpETe
IHTTLbADAY
ubtpT3ANAT
1dasebobda
sudatesphT
MERETTITTR

1SITTOUSA

shpreasennd
afyuebIyTu
DT BWADTIAR
soTT3boTTe
SETETEHASA
ﬁm&agmMﬂuﬁ
dBBtLThTAD

2ADESIUSTT
TabsTepins
beigabisea
Anbatbaesd
THBL{auT IMnE
semTrdarer
BuYTosATo
suzasbeatn
ehdddbdThd

mmﬂmmwumum
Jeasmuaudy
IS TIYBYPSU
pustdbyeds
13bBasTing
TdegpaTyuy
bazusddemy
eumdaxgzog
BULABHTADUT
Hyeybyzatds
edmsmabiae
JembAlgyy
BRRTALSTUUS
pebEDpoWAT
SEHEDTISAT
IoRTHOIAES
yebrnbdpby
zapapdagan

AgYpassped

upABpTATSS
@m&ﬁbﬁ;mum
BITESEE AT

An,#m@t,mu
sanuadIgal
AgzAbaaasyub
Tasbhaseads

l;l

oy

tHTadTuspu

BDTITOULAT

dddadddaaad

PERITIUTAT
AZUSITTUWPA
23ULhbhTATT
qaaeiabee w
TAZBTZAD
2L PeLU
U%s>ﬂmm§>m
HTABTISBAD 3
wTABdTUATS
sddustedy
zdueosasEnm
senesesTdda
WIARYTSAT T
THEAT T TEE
M@ﬁammﬂuvﬁ
SPHT Agﬁ

1

g
b2
1

#ﬁJUgmMﬁpm
IEBappeTe

meMLumﬁmm
ZeBITEAPUA
oissesbeey
HEax3TodTT
TeYTARUTOR
PHAIRET &MY
BEbDERBLEED

os1TidezeT
dxtesdeTTe
JusTabuibTt
wIBpoeThT Ty
OEPTIsAUAT
ABTTUZHTES
ggbTabexbh
BTk TaeTs
mimgmxuugb
reyTedbdea
gmITeydes?
SBoumBTemto
uAbIATINTD
realIsddpe
Ta3IATMASSE
A Toperszsub
basdianapt
Traanuatder
yebbirussu
Hanyabasps
pebraybsad
o ozbTTaBEvb
ddzazz1hbrT
bbb11daTix
aztadsssn]
uaTACLoYDd
CRANIADSSY
drudnseare
bEELLLEEDD

sbrag1atps
ITauTabiee
TZTTUSALLE ¥
grbrrhysyl
thatberipy
sAMDTADIMD
gysduss1bp
TThataptes
dbsypsbaae
PEIAUEOTUT
eTIubeTITe
adgensTIot
sagIysddba
maﬂﬂﬂbbﬁﬁ

ZTATHPTTT

¢ﬁuuﬂ¢mgaﬁ.

dayAit¥sige
spppasbbip
IJesseapd]
Tdggehabou
bajyrrpybes
yrsTadgoss
a1ebaasuyp
TATTARTITY
WeT e 1A
ILTYETSETI
PpEoIIITou
dbddddddad
bhbreayTeny

38beT ALy
NmWﬂQ&WS&m

bomtaxbep
JIeABTIATID
abxbibanan

gapusbseba

a11B88793.
esrashyyds
sqTysgTbe
phuesTp1dy
eaopbzatea
ST THTAAE
Taasbiyib
BTbrsefisss
BayyzasasTT
sdgpeaegeba

bBytaodyush

1hieospspb
Tonedpadar
Bdasabzgree
BEDeITOATS

bubauyyrarte

a1suspaadat
TeoUpueIuUSy
wTeeiTsIde
eThrTybisd
ddbdbdTTdb
EHUTHDT JEm

TEIT
1731
T95T
087
1791
TBET
TZ¢T
19ZT
1027
1%1T
180T
1201
18¢
Toe
%8
:7e
1EL
Tag
1ae
184>
8%
e
19¢
To%
%2
et
1271
18

33



ES 2969 371 T3

g¢ old

k%mﬁwtﬁaﬁm
eoulipsdas
eTETUSTTA
eyrubTAveR
gITTEdlaIE
spmavarTdn
puebliyyse
adazuesTAT
qujﬁﬁﬁkﬁw

sTTTUATIEN
ﬁxmu axaed o
Debipystdr
Tebirteephiys
bgtasubTaT
pypdsalss
FuTaswdThe
sTobT M TY
#ATUSSPYTU
dabhasemar

welTiAubs

pT3ssThi1,
deabngus ﬂm

L I3IPpTIDATT

aABe L TETET
sosbeTmabo
pETAdTTDYE
¥oaedaTAbe
sasd1TmIsd
ﬂmmmﬁSbmmﬁ
TuSLasueh
51 TRDABTAU
sy zaeyebTy
TIedabauay ¢
o1 1hebdbae
Dayyuasse
TPUTYSMAER
ndeTTeTui=s
aubBpbpT1dus
mssbhiueeTt
qdosTusnis
BoalposTir
ApTIgUATTET
AITUTIOWTT

FEIRLTOITE
TUAMD IAWSS T
zenssivecds
erueIydeys
wbrrseeiad
APPiTpeoina
1iopasdual
TeT1ibsosu
BADBTYASHS
tebaatBart
baasapasd
asadradzeab
BTRTASDTE
ARSTTZIUADA
FTReALTIHAT
daediadbia
STHIUL] B EHOS
anrddsdstep
WHALZIODRT IR
brebrzibee
eiATATERIUD
bomtTaTedy
abBrebolyay

D338
>m>@nﬁﬁmﬁa
BEasuTbzA
EyatapiTas
TAADLBTHAT
GLaprdAustT
Arabytebax
IT23T3AAUT
Tpabeayyae
Biareduiby
BIHLOIIIPT
dgssbawatd
TpEidydent
BALBEAUSOE
TIEDRUIALR
pysxaddiyy

yysedibbag

edTausTseb
bu3gT21ADT
ABEETALZIAY
CRUIYLARETI
WoTHERTPSP
I TWEIRITY
LhupuaasTh

TOILT
mﬁbﬁﬁﬂﬂmm%
HAnngenzhd
AZSlieATARS
saep1is1bs
ATEIROWATA
d Ty AT IR
#IbuxeIITID
madgnddeed
TTYeUs 1Tl
ey Tdyusdbbh
DaatTabiiae
TymaTddAT]
e Thydubyu
asasasmTBE
USATHBAAAT
DsaseTanst
STTESREI M
T8 AT zhuabhe
DTTERAATAT
phaddeusTe T
sasBagubdsT
T8PTa43860
HIATPOTTIL

rAdeBdeen
ndsagesais
Adbbus1IsH
spdeedudpy
STITI®IbaT
yhheyTuADY
aTTasadsEn
EANTSILAD
2dRPED8S3Y
jihel ummﬁa&b&
atosseduby
;ummmUuMnJ
AsuaTdriaeT
dpresessseT
TDTETOINOPT
Abetexead
reaitesybb
DREYATUAAM
1hesbtiabt
rebebaTytd
TTPhTyuatl
THASETEYLY
ohpsrgTage
atbiTzaRga

TE1E
196¢€
I00E
T¥el
189

128E
I9LE
1042
TP9E
1852
1257
13%2
T0%T
244
TEEZZ
1227
191¢
TOTZ

34



ES 2969 371 T3

FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5A
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FIG. 5B
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FIG. 5C
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FIG. 6
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