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DESCRIPCION
Uso de la actividad PARP inhibidora de ARNI para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

[0001] Esta invencioén se refiere al uso de un agente que inhibe la actividad de una enzima que media en la
reparacion de roturas en las cadenas de ADN para el tratamiento de algunas formas de cancer, en particular el
cancer de mama.

[0002] La recombinacion homodloga (RH) ha demostrado jugar un importante papel en la reparaciéon del dafio
que se produce en las horquillas de replicacion del ADN en células de mamiferos (2). De esta manera, las células
deficientes en RH muestran un crecimiento retardado y presentan mayor nivel de inestabilidad genética. Se piensa
gue la inestabilidad genética debida a la pérdida de reparacion de la RH en canceres humanos contribuye
significativamente al desarrollo del cancer en estas células (1).

[0003] La modificacion después de la transcripcion de las proteinas nucleares mediante poli-ADP-ribosilacion
(PARP) en respuesta a las roturas en las cadenas de ADN desempefia un importante papel en la reparacion del
ADN, la regulacion de la apoptosis, y el mantenimiento de la estabilidad genémica.

[0004] La poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP-1) es una proteina nuclear abundante en células de mamiferos
que cataliza la formacién de polimeros de poli-ADP-ribosa (PAR) usando NAD* como sustrato. Tras el dafio del
ADN, la PARP-1 se une rapidamente a una cadena de ADN (monocatenaria o bicatenaria) rota y cataliza la adicién
de cadenas de PAR cargadas negativamente a si mismo (automodificacion) y a otras proteinas (véase [3, 4] para
revisiones). Se piensa que la unién de la PARP-1 a las roturas en las cadenas de ADN protege las lesiones del ADN
de un procesamiento adicional hasta que la PARP-1 se disocia de la cadena rota por la carga negativa acumulada
resultante de los polimeros PAR (5,6).

[0005] Aunque se ha involucrado a la PARP-1 en algunos procesos nucleares, tales como la modulacion de la
estructura de la cromatina, la replicacién del ADN, la reparacion y la transcripcion del ADN, los ratones con PARP-1
inactivada se desarrollan normalmente (7). Las células aisladas de estos ratones presentan un fenotipo de
hiperrecombinacion e inestabilidad genética en la forma de niveles crecientes de SCE, micronucleos y tetraploidia
(8-10). Se puede producir también inestabilidad genética en estos ratones con PARP-1 inactivada mediante
acortamiento telomérico, frecuencia creciente de fusién cromosomica y aneuploidia (11), aunque todos estos
resultados no se podrian repetir en otro lote de ratones con PARP-1 inactivada (12). En los ratones inactivados
anteriores, la mutacién null de PARP-1 rescata la recombinacion V(D)J desequilibrada en ratones SCID (13). Estos
resultados apoyan la opinién sugerida por Lindahl y colaboradores de que la PARP-1 tiene un papel protector frente
a la recombinacion (5). Estos autores propusieron que la unién de la PARP-1 a las roturas en las cadenas de ADN
evita que la maquinaria de recombinacion reconozca y procese lesiones de ADN o, alternativamente, que las cargas
negativas acumuladas tras la poli-ADP-ribosilacion repelan las secuencias de ADN recombinogénicas adyacentes.
Solo el ultimo modelo es consistente con la propia inhibicion de la PARP-1 y la expresiéon de un mutante PARP-1
negativo dominante, induciendo SCE, la amplificacion génica y la recombinacién homéloga (RH [14-18]).

[0006] Los estudios basados en el tratamiento de células con inhibidores de la PARP o de células derivadas
de ratones con PARP-1 o PARP-2 inactivados indica que la supresion de la actividad de la PARP-1 aumenta la
susceptibilidad celular a los agentes que dafian el ADN e inhibe la reunion de la cadena rota (3,4, 8-11, 19, 20, 47).

[0007] Se han usado inhibidores de la actividad de la PARP-1 en combinacidon con agentes anticancerosos
tradicionales, tales como radioterapia y quimioterapia (21). Se usaron los inhibidores en combinacion con agentes
metilantes, venenos de la topoisomerasa y radiaciones ionizantes y se encontré que potenciaban la efectividad de
estas formas de tratamiento. Se sabe, sin embargo, que dichos tratamientos producen dafio y muerte de las células
no cancerosas o0 “sanas” y estan asociados con efectos secundarios desagradables.

[0008] Existe por tanto una necesidad de tratamiento del cancer que sea eficaz y selectivo al mismo tiempo en
la eliminacién de células cancerosas y que no necesite administrarse en combinacion con tratamientos de
radioterapia o quimioterapia.

[0009] Los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que las células deficientes en la
recombinacion homologa (RH) son hipersensibles a los inhibidores de la PARP en comparacién con las células
naturales. Esto es sorprendente debido a que los ratones con PARP-1 inactivada viven de manera normal indicando
de este modo que la PARP-1 no es esencial para la vida. De esta manera, no se esperaria que dichas células fueran
sensibles a la inhibicién de la PARP.

[0010] De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un agente que inhibe la
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actividad de una enzima que media en la reparacion de roturas de las cadenas de ADN en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de enfermedades que estan producidas por un defecto genético en un gen que
media en la recombinacién homdloga.

[0011] En un aspecto adicional, la invencion proporciona un procedimiento de tratamiento de una enfermedad
o dolencia en un mamifero, que incluye un ser humano, que esta producida por un defecto genético en un gen que
media en la recombinacién homéloga, dicho procedimiento comprende administrar al mamifero una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente que inhibe la actividad de una enzima que media en la reparacion de cadenas
de roturas en el ADN u otras lesiones presentes en las horquillas de replicacion.

[0012] En un aspecto preferido, dicha enzima es la PARP. En un aspecto preferido adicional dicho agente es
un inhibidor de la PARP o una molécula de ARNi especifica del gen PARP.

[0013] En un aspecto preferido adicional, el uso es en el tratamiento del cancer.

[0014] Preferiblemente, el medicamento es una composicién farmacéutica constituida por el inhibidor de la
PARP en combinacién con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[0015] La sensibilidad especifica de tumores defectivos en la RH respecto de la inhibicién de la PARP-1
significa que las células que se encuentran normalmente en division en el paciente no se veran afectadas por el
tratamiento. El tratamiento de las células cancerosas defectivas en la RH que usan un inhibidor de la PARP tiene
también la ventaja de que no necesita administrarse como una terapia de combinacién junto con los tratamientos de
radioterapia o quimioterapia convencionales, evitando por tanto los efectos secundarios asociados con estas formas
convencionales de tratamiento.

[0016] Un defecto genético en un gen que media en la recombinacion homéloga puede ser debido a una
mutacion en, la ausencia de, o la expresion defectiva de, un gen que codifica una proteina implicada en la RH.

[0017] En un aspecto adicional, la invencion proporciona ademas el uso de un inhibidor de la PARP en la
fabricacion de un medicamento para inducir la apoptosis en células defectivas en la RH.

[0018] En otro aspecto, la invencidon proporciona un procedimiento para inducir la apoptosis en células
defectivas en la RH en un mamifero, cuyo procedimiento comprende administrar al mamifero una cantidad
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de la PARP.

[0019] Al producir la apoptosis en células defectivas en la RH deberia ser posible reducir o detener el
crecimiento de un tumor en el mamifero.

[0020] Preferiblemente, las células defectivas en la RH son células cancerosas.

[0021] Las células cancerosas defectivas en la RH pueden ser parcial o totalmente deficientes en la RH.
Preferiblemente, las células cancerosas son totalmente deficientes en la RH.

[0022] El término “cancer” o “tumor” incluye cancer de pulmén, de colon, de pancreas, gastrico, de ovarios, de
cuello de atero o de préstata. El cancer puede incluir también cancer de piel, de rifién, de higado, de vejiga o
cerebral. En un aspecto preferido, el cancer es en un mamifero, preferiblemente un ser humano.

[0023] El cancer que se va a tratar puede ser una forma heredada de cancer en la que el paciente que se va a
tratar tiene una predisposicion familiar al cancer. Preferiblemente, el cancer que se va a tratar es un cancer
hereditario vinculado a genes. En una realizacion preferida de la invencién, el cancer es un céncer de mama
hereditario vinculado a genes.

[0024] En un aspecto preferido, el inhibidor de la PARP es util en el tratamiento de células cancerosas
defectivas en la expresion de un gen implicado en la RH. Los genes con funcién sugerida sobre la RH incluyen
XRCC1, ADPRT (PARP-1), ADPRTL2 (PARP-2), CTPS, RPA, RPA1, RPA2, RPA3, XPD, ERCC1, XPF, MMS19,
RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D, DMC1, XRCC2, XRCC3, BRCA1, BRCA2, RAD52, RAD54, RAD50, MRE11,
NBS1, WRN, BLM, Ku70, Ku80, ATM, ATR, chkl, chk2, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1, FANCD2, FANCE,
FANCF, FANCG, RAD1, RADY9, FEN-1, Mus81. Emel, DDS1, BARD (véanse (2, 3, 5, 22-28) para las revisiones).

[0025] Un gen implicado en la RH puede ser un gen supresor del tumor. La invencién proporciona de esta

manera el tratamiento de células cancerosas defectivas en la expresion de un gen supresor del tumor.
Preferiblemente, el gen supresor del tumor es BRCA1 o BRCA2.
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[0026] El cancer de mama es la dolencia cancerosa mas comuin entre mujeres en el mundo occidental en la
actualidad. Algunas familias tienen una fuerte predisposicion al cancer de mama, que se debe a menudo a una
mutacion heredada en un alelo de cualquiera de BRCA1 o BRCA2. Sin embargo, estos pacientes siguen
manteniendo un alelo funcional. De esta manera, estas pacientes se desarrollan normalmente y no tienen
consecuencias fenotipicas de esta mutacidon. Sin embargo, en una célula, puede perderse el alelo funcional,
convirtiendo esta célula en cancerosa y al mismo tiempo deficiente en la recombinaciéon homdéloga (RH). Esta etapa
es critica para el inicio de un tumor (1).

[0027] Los presentes inventores han encontrado de manera sorprendente que las células deficientes en
BRCA2 son 100 veces mas sensibles a la citotoxicidad del inhibidor de la PARP, NU1025, que las células naturales.

[0028] De esta manera, en un aspecto preferido, la invencion proporciona el uso de un inhibidor de la PARP
en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de células cancerosas defectivas en la RH, debido, por
ejemplo a la pérdida de expresion de BRCA1 y/o BRCA2.

[0029] Las células cancerosas que se van a tratar pueden ser parcial o totalmente deficientes en la expresion
de BRCA1 o BRCA2. Se pueden identificar mutaciones de BRCA1 y BRCA2 usando técnicas de PCR multiplex,
técnicas de matriz (29,30) o usando otros cribados conocidos de la persona experta.

[0030] Se pueden seleccionar inhibidores de la PARP (tiles en la presente invencion a partir de inhibidores de
PARP-1, PARP-2, PARP-3, PARP-4, tanquirasa 1 o tanquirasa 2 (véase 31 para una revision). En una realizacién
preferida, el inhibidor de PARP (til en la presente invencién es un inhibidor de la actividad de PARP-1

[0031] Los inhibidores de la PARP Uutiles en la presente invencion incluyen bencimidazol-carboxamidas
quinazolin-4-[3H]-onas y derivados de isoquinolina (por ejemplo, 2-(4-hidroxifenil)bencimidazol-4-carboxamida
(NU1085), 8-hidroxi-2-metilquinazolin-4-[3H]Jona (NU1025); 6(5H)fenantridinona; 3 aminobenzamida; bencimidazol-4-
carboxamidas (BZ1-6) e indoles de lactamas triciclicas (TI11-5) [32]. Se pueden identificar inhibidores adicionales de
PARP ya sea mediante disefio [33] ya sea mediante el novedoso ensayo FlashPlate [34]

[0032] Se puede administrar el inhibidor de la PARP formulado como composicion farmacéutica de cualquier
manera conveniente eficaz efectiva para dirigir células cancerosas incluyendo, por ejemplo, administracion por rutas
intravenosa, intramuscular, intradérmica, intranasal, topica, entre otras. Los vehiculos o diluyentes utiles en la
composicién farmacéutica pueden incluir, pero no limitarse a disoluciéon salina, disolucion salina tamponada,
dextrosa, agua, glicerol, etanol y sus combinaciones.

[0033] En terapia o como profilactico, se puede administrar el principio activo a un individuo en forma de una
composicion inyectable, por ejemplo como una dispersion acuosa estéril. Se puede administrar el inhibidor
directamente a un tumor o se puede dirigir al tumor mediante administracion sistémica.

[0034] Una cantidad terapéuticamente eficaz de inhibidor es normalmente una que es suficiente para
conseguir el efecto deseado y puede variar de acuerdo con la naturaleza y la gravedad de la enfermedad o dolencia,
y de la potencia del inhibidor. Se apreciara que se pueden emplear diferentes concentraciones para la profilaxis y
para el tratamiento de una enfermedad activa.

[0035] Para la administracion a mamiferos, y particularmente a seres humanos, se espera que el nivel de
dosificacion diaria del principio activo sera de hasta 100 mg/kg, por ejemplo de 0,01 mg/kg a 50 mg/kg de peso
corporal, normalmente hasta 0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10, 15, 20 o 30 mg/kg de peso corporal. En Ultima instancia, sin
embargo, la cantidad de inhibidor administrada y la frecuencia de administracion sera a discrecién de un médico.

[0036] Una ventaja terapéutica de usar inhibidores de la PARP para tratar células cancerosas es que se
necesitan solo muy pocas dosis para tener un efecto terapéutico en el tratamiento del cancer reduciendo, por tanto,
la acumulacién sistémica de los inhibidores y cualquier efecto téxico asociado.

[0037] Un aspecto preferido de la invencién proporciona un agente que es una molécula de ARN inhibidor
(ARNi).
[0038] Una técnica para extirpar especificamente la funciéon génica es a través de la introduccion de ARN

bicatenario, denominado también como ARN inhibidor (ARNi), en una célula, lo que da como resultado la
destruccion del ARNm complementario a la secuencia incluido en la molécula de ARNi. La molécula de ARNi
comprende dos cadenas complementarias de ARN (una cadena de sentido directo y una cadena de sentido
contrario) hibridadas entre si para formar una molécula de ARN bicatenario. La molécula de ARNi se deriva
normalmente de la secuencia exdnica o de codificacion del gen que se va a extirpar.
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[0039] Preferiblemente, dicha molécula de ARNi se deriva de la molécula de acido nucleico que comprende
una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo constituido por:

a) una secuencia de acido nucleico como la secuencia representada por la secuencia en la Figura 9, 10, 11, 12,
13 0 14 o uno de sus fragmentos;

b) una secuencia de acido nucleico que se hibrida con las secuencias de acido nucleico de la Figura 9, 10, 11,
12, 13 0 14 y que codifica un gen de PARP;

¢) una secuencia de &cido nucleico que comprende secuencias que estan degeneradas como resultado del
cédigo genético de las secuencias de acido nucleico definidas en (a) y (b).

[0040] Recientes estudios sugieren que las moléculas de ARNi que oscilan entre 100-1000 pb derivados de la
secuencia de codificacion son inhibidores eficaces de la expresion génica. De manera sorprendente, solo se
requieren unas pocas moléculas de ARNi para bloquear la expresién génica, lo que implica que el mecanismo es
catalitico. El sitio de accién parece ser nuclear ya que apenas se detecta ARNi en el citoplasma de las células, lo
que indica que el ARNi ejerce su efecto durante la sintesis o el procesamiento del ARNm.

[0041] Mas preferiblemente, dicha molécula de ARNi, de acuerdo con lo anterior, tiene una longitud de entre
10 bases de nucleétidos (bn) — 1000bn. Incluso mas preferiblemente, dicha molécula de ARNi tiene una longitud de
10bn; 20bn; 30bn; 40bn; 50bn; 60bn; 70bn; 80bn; 90bn; o 100pb. Incluso de manera aun mas preferible, dicha
molécula de ARNi tiene 21bnu de longitud.

[0042] Incluso de manera aln mas preferible, la molécula de ARNi comprende la secuencia de acido nucleico
aaa agc cau ggu gga gua uga (PARP-1)

[0043] Incluso de manera aun mas preferible, la molécula de ARNi esta constituida por la secuencia de acido
nucleico aag acc aau cuc ucc agu uca ac (PARP-2)

[0044] Incluso de manera aun mas preferible, la molécula de ARNi esté constituida por la secuencia de acido
nucleico aag acc aac auc gag aac aac (PARP-3)

[0045] La molécula de ARNi puede comprender bases de nucleétidos modificados

[0046] Las caracteristicas preferidas de cada aspecto de la invencidon son como para cada uno del resto de los
aspectos cambiando lo que haya que cambiar.

[0047] La presente invencion se describird ahora por medio de ejemplos solo con referencia a las figuras que
la acompafian, en las que:

La Figura 1 es una grafica que demuestra que las células deficientes en la RH son hipersensibles al efecto
téxico producido por la inhibicién de la PARP-1. Crecimiento de colonias de lineas de células AA8 de hamster
chino (tipo natural) irs1SF (deficiente en RH[4]), CXR3 (irs1SF complementado con XRCC3 [2]), V79 (natural),
irs1 (deficiente en RH[5]) 0 irs1X2.2 (irs1 complementado con XRCC2 {1]) tras exposicion a 3-AB (A), ISQ (B) o
NU1025 (C). Se muestran los promedios (simbolos) y las desviaciones estandar de al menos tres
experimentos. Se uso el ensayo del crecimiento de colonias;

La Figura 2 es una grafica que muestra la supervivencia celular en presencia del inhibidor de la PARP NU1025
en células V79 naturales, células VC-8 deficientes en BCRA2 y células VC-8 complementadas con el gen
BRCAZ2 funcional (VC-8 n° 13, VC-8+B2). Se us6 el ensayo de crecimiento de colonias;

La Figura 3 es un histograma que muestra el porcentaje de las células en apoptosis tras 72 horas de
incubacion con NU1025;

Figura 4. (a) Andlisis de transferencia Western de lisados de proteinas aislados de de células de cancer de
mama MCF-7 (p53™") o MDA-MB-231 (p53™") después de 48 horas de la transfeccion con ARNip. (b)
Crecimiento de colonias de células MCF-7 tratadas con ARNip o (c) células MDA.MB-231 tras exposicion al
inhibidor de la PARP NU1025. Se muestran los promedios (simbolos) y las desviaciones estandar (barras) de
al menos tres experimentos.

Figura 5. Células deficientes en BRCA2 fracasan en la reparacion de una lesiéon de recombinacién formada en

las horquillas de replicacion por inhibidores de la PARP. (a) Visualizacion de las roturas en las cadenas
bicatenarias (DSB) en células proficientes o deficientes en BRCA2 después de un tratamiento de 24 horas con
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NU1025 (0,1 mM) mediante electroforesis en gel con campo pulsante. Se us6 hidroxiurea 2 mM como control
positivo. (b) visualizacién de focos de yH2Ax en células V-C8+B2 y V-C8 sin tratar. Numerosas células que
contenian focos de yH2Ax (c) o focos RAD51 (d) visualizados en células V-C8+B2 y V-C8 después de un
tratamiento de 24 horas con NU1025 (10 uM). Se muestran los promedios (simbolos) y los errores estandar
(barras) de tres a nueve experimentos. (e) Un modelo sugerido de muerte celular inducida en células
deficientes en BDCA2.

Figura 6. Es importante en la PARP-1, y no en la PARP-2, evitar la formacion de una lesién recombinogénica,
productora de muerte en ausencia de BDCA2. (a) RT-PCR en ARN aislado de células SW480SN.3 tratadas
con ARNip de BRCA2, PARP-1 y PARP-2 en combinaciones tal como se muestra durante 48 horas. (b)
Supervivencia clonogénica después de 48 horas del agotamiento de BRCA2, PARP-1 y PARP-2. Se muestran
los promedios (simbolos) y las desviaciones estandar (barras) de al menos tres experimentos. Dos y tres
estrellas designan la significancia estadistica en el test de la t p<0,01 y p<0,001, respectivamente. (c)
Transferencia Western de PARP-1 en células SW480SN.3 tratadas con diferentes ARNip.

Figura 7. (a) Visualizacion de polimeros PAR en células V79 sin tratar y (b) tratadas con timidina (5 mM durante
24 horas). (c) Porcentaje de células que contienen >10 sitios de actividad de la PARP tras el tratamiento con
hidroxiurea (0,2 mM) y timidina (5 mM). Se contaron al menos 300 nlcleos para cada tratamiento y
experimento. (d) Supervivencia de células V-C8+B2 tras el tratamiento simultaneo con hidroxiurea o (e) timidina
y NU1025 (10 uM). (f) Se midi6 la actividad de la PARP por el nivel de NAD(P)H ** libre, tras el tratamiento con
MMS, hidroxiurea (0,5 mM) o timidina (10 mM). Se representan graficamente los promedios (simbolos) y las
desviaciones estandar (barras de errores) de al menos tres experimentos.

Figura 8. (a) Visualizacion de polimeros PAR en células V-C8 y (b) V-C8+B2 sin tratar. (c) Cuantificacion del
porcentaje de células que contienen >10 sitios de actividad de PARP en células V-C8 y V-C8+B2 sin tratar. (d)
Nivel de NAD(P)H medido en células V-C8 y V-C8+B2 sin tratar. Tres estrellas designan p<0,001 en el test de
la t. (e) Visualizacion de RAD51 y de sitios de actividad de la PARP en células V79 después de 24 horas de
tratamiento con timidina (5 mM). (f) Un modelo del papel de la PARP y la RH en las horquillas de replicacion
atascadas.

La Figura 9 es la secuencia del ADNc humano de la PARP-1;

La Figura 10 es la secuencia del ADNc humano de la PARP-2;

La Figura 11 es la secuencia del ADNc humano de la PARP-3;

La Figura 12 es la secuencia del ADNg de la Tanquirasa 1;

La Figura 13 es la secuencia del ARNm humano de la Tanquirasa 2;

La Figura 14 es la secuencia del ARNm de la VPARP.

Materiales y procedimientos

Citotoxicidad de los inhibidores de PARP en células defectivas en la RH: XRCC2, XRCC3 o0 BRCA2

Cultivo celular

[0048] Las lineas celulares irsl, irs1X2.1 y V79-4 fueron una donacion de John Thacker [40] y Larry
Thompson [41] proporciono las lineas celulares AA8, irs1SF y CXR3.

[0049] Las lineas celulares VC-8, VC-8+B2, VC-8 n° 13 fueron un regalo de Malgorzata Zdzienicka [42].
Todas las lineas celulares en este estudio se hicieron crecer en Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con
suero fetal de bovino al 10% (100 U/ml) y sulfato de estreptomicina (100 pg/ml) a 37°C en una atmésfera que
contiene CO al 5%.

Ensayo de toxicidad — ensayo de crecimiento de colonias
[0050] Se plaquearon 500 células suspendidas en medio en una placa Petri 4 horas antes de la adicion de 3-
AB, 1SQ o NU1025. Se disolvieron ISQ y NU1025 en DMSO a una concentracion final de 0,2% en medio de

tratamiento. 7 — 12 dias después, cuando se observaron las colonias, se fijaron y tifieron estas colonias con azul de
metileno en metanol (4 g/l). Posteriormente. Se contaron las colonias constituidas por més de 50 células.
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Experimentos de apoptosis

[0051] Se plaguearon 0,25 x 10° células en placas Petri y se hicieron crecer durante 4 horas antes del
tratamiento con NU1025. Después de 72 horas, se tripsinizaron las células y se volvieron a suspender con medio
gue contenia algunas células flotantes procedentes de la muestra. Se aglomeraron las células mediante
centrifugacion y se volvieron a suspender para el andlisis de la apoptosis con anexina-V conjugada con FTTC y
yoduro de propidio (Pl) (ApoTarget, Biosource International) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se
analizaron las muestras mediante citometria de flujo (Becton-Dickinson FACSort, laser de 488 nm ), y se determind
el porcentaje de células apoptoéticas por la fraccion de células vivas (Pl-negativas) unidas con anexina-V conjugada
con FITC.

Inmunofluorescencia

[0052] Se plaquearon las células en cubres 4 h antes de los tratamientos de 24 h segin se ha indicado. Tras
los tratamientos, se retird el medio y se enjuagaron los cubres una vez en PBS a 37°C y se fijaron segin se ha
descrito en muchas partes [2]. Los anticuerpos primarios y las diluciones usadas en este estudio fueron anticuerpo
policlonal de conejo dirigido contra PAR (Trevigen; 1:500), anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra Rad51 (C-
20, Santa Cruz; 1:200) y anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra Rad51 (H-92, Santa Cruz; 1:1000). Los
anticuerpos secundarios fueron anticuerpo de cabra conjugado con Cy-3 dirigido contra IgG de conejo (Zymed;
1:500), anticuerpo de cabra conjugado con Alexa 555 dirigido contra IgG F(ab’), de conejo (Molecular Probes;
1:500), anticuerpo de burro conjugado con Alexa 546 dirigido contra 1gG de cabra (Molecular Probes; 1:500),
anticuerpo de burro conjugado con Alexa 488 dirigido contra IgG de conejo (Molecular Probes; 1:500). Se diluyeron
los anticuerpos en PBS que contenia albimina de suero bovino al 3%. Se tifi6 el ADN con 1 pg/ml de ToPro
(Molecular Probes). Se obtuvieron imagenes con un microscopio confocal invertido Zeiss LSM 510 usando un
objetivo de inmersidn en aceite planapocromético 63X/NA 1.4 y longitudes de onda de excitacion de 488, 546 y 630
nm. Se adquirieron las imagenes a través de un objetivo de proyeccion maxima de secciones Opticas separadas de
0,50 um y con un espesor de seccion de 1,0 um. se procesaron las imagenes usando Adobe PhotoShop (Abacus
Inc). Se contaron al menos 300 nucleos en cada porta y los que contenian mas de 10 focos RAD51 o sitios de
actividad de PARP se clasificaron como positivos.

Ensayos de actividad de la PARP

[0053] Se usO una sal de tetrazolio soluble en agua (WST-8 5 mM) para controlar la cantidad de NAD(P)H
mediante su reduccién a colorante de formazan de color amarillo [43]. Se plaguearon 5000 células al menos por
triplicado en los pocillos de una placa de 96 pocillos y se cultivaron en 100 pl de medio de crecimiento normal
durante 4 h a 37°C. A continuacion se afiadié tampon CK8 (Dojindo Molecular Technology, Gaithersburg, EE.UU),
gue contenia WST-8, tanto con o sin tratamiento con agentes que dafian el ADN a las concentraciones indicadas. Se
determino la reduccion de WST-8 en presencia de NAD(P)H midiendo la absorbancia visible (DO4s0) cada 30 min. Se
preparé también un medio blanco que contenia solo el medio y el tampén CK8. Se calcularon los cambios en los
niveles de NAD(P)H comparando la absorbancia de los pocillos que contenian células tratadas con agentes que
dafan el ADN vy las tratadas solo con DMSO. Se calcularon de forma alterna los niveles de NAD(P)H en diferentes
lineas celulares tras 4 h de incubacién en tampédn CK8.

[0054] Se evalud también la capacidad de NU1025 para inhibir la actividad de PARP-1 en células
permeabilizadas usando una modificacion del procedimiento de Halldorsson y col [44], y descrita con detalle en
muchas partes [45]. De manera breve: se incubaron 300 pl de células permeabilizadas tratadas con NU1025 (15
min) a 6°C con oligonucledtido (conc. final 2,5 pg/ml), NAD 75 uM + [32 P] NAD (Amersham Pharmacia, Amersham,
Reino Unido) en un volumen total de 400 pl. La reaccion finalizé después d 5 min afiadiendo TCA al 10% frio en
hielo, NaPpi al 10% durante 60 min antes de filtrar a través de un filtro Whatman GF/C (LabSales, Maidstone, Reino
Unido), enjuagado 6x con TCA al 1% y NaPPi al 1%, se dej6 secar, y se midi6 la radioactividad incorporada para
determinar la actividad de PARP-1. Se expresaron los datos como pmol de NAD incorporados/lo6 células por
referencia a patrones de [*2PJNAD.

Electroforesis en gel de campo pulsante

[0055] Se plaguearon 1,5 x 10° células en placas de 100 mm y se dejaron 4 h para la unién. La exposicion al
farmaco fue durante 18 h tras las cuales las células se tripsinizaron y se dispersaron 10° células en cada insercion
de agarosa al 1%. Se incubaron estas inserciones como se ha descrito en muchas partes (8) y se separaron
mediante electroforesis en gel de campo pulsante durante 24 h (BioRad; angulo de 120° tiempo de inversion de 60 a
240 s, 4 V/cm). Se tifié posteriormente el gel con bromuro de etidio para el analisis.
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Tratamiento del ARNip

[0056] Se adquirieron un combinado de BRCA2 SMART predisefiado y ARNip mezclados (Dharmacon,
Lafayette, CO). Se sembraron 10000 células en placas de 6 pocillos y se dejaron durante la noche antes de
transfectarse con ARNip 100 nM usando Reactivo de Oligofectamina (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. A continuacion se cultivaron las células en medio de crecimiento normal durante 48 h antes de la
tripsinizacién y se volvieron a plaquear para las pruebas de toxicidad. Se confirmd la supresién de BRCA2 mediante
transferencia Western (tal como se ha descrito anteriormente [46]) de los extractos de proteinas tratados con ARNip
con un anticuerpo dirigido contra BRCA2 (Oncogene, Nottingham, Reino Unido).

EJEMPLOS

Las células deficientes en la recombinacién homdloga son hipersensibles a la inhibicién de PARP-1

[0057] Para investigar la implicacion de la RH en las respuestas celulares a la inhibicion de PARP-1, se
estudiaron los efectos de los inhibidores de PARP-1 sobre la supervivencia de las lineas celulares deficientes en la
reparacion de la EH. Se encontré que las células deficientes en la RH (es decir, irs1SF que es defectiva en XRCC3 o
its1 que es defectiva en XRCC2 [véase la Tabla 1] fueron muy sensibles al efecto toxico de 3-aminobenzamida (3-
AB) y a dos inhibidores mas potentes de PARP-1: 1,5-dihidroxiisoquinolina (ISQ; [37]) u 8-hidroxi-2-
metilquinazolinona (NU1025 [38, 39]) (Figura 1). La sensibilidad en las células irs1SF a 3-AB, 1ISQ o NU1025 se
corrigio mediante la introduccién de un cosmido que contenia un gen XRCC3 funcional (CXR3). De manera similar,
la sensibilidad en las células irs1l a 3-AB, 1ISQ o NU1025 se corrigid mediante la introduccion de un césmido que
contenia un gen XRCC2 funcional (irs1X2.2).

Las células deficientes en BRCA2 son hipersensibles a la inhibicién de PARP-1

[0058] Se investigo la supervivencia de las células deficientes en BRCA2 (VC8) y en las células naturales
(V79Z) en presencia de inhibidores de la PARP-1. Se encontré que las células VC8 eran muy sensibles al efecto
toxico de NU1025 (Figura 2). La sensibilidad en las células VC8 se corrigi6 mediante la introduccion de un gen
BTCAZ2 funcional tanto en el cromosoma 13 (VC8 n° 13) como en un vector de expresion en exceso (VC8+B2). Este
resultado demuestra que la sensibilidad de los inhibidores de PARP-1 es una consecuencia directa de la pérdida de
la funcién de BRCAZ2.

[0059] Para investigar si la inhibicion de la PARP-1 estimula la apoptosis en las células deficientes en BRCA2,
se investigo el nivel de la apoptosis 72 horas después de la exposicién NU1025. Se encontré que NU1025 estimul6
la apoptosis solo en células VC8, lo que demuestra que la pérdida de la actividad de la PARP-1 en células
deficientes en BRCA2 estimula estos promedios de muerte (Figura 3)

Las células de cancer deficientes en BRCA2 son hipersensibles a la inhibicién de PARP-1

[0060] Se examiné si las lineas celulares de cancer de mama MCF7 (p53 natural) y MDA-MB-231 (p53
mutado) mostraban una sensibilidad similar a NU1025 tras el agotamiento de BRCA2. Se encontré que los
inhibidores de PARP redujeron fuertemente la supervivencia de las células MCF7 y MDA-MB-231 solo cuando
BRCA2 se destruy6 con una mezcla de ARNip de BRCA2 (Figura 4). Esto demuestra que las células de cancer de
mama en las que se agot6 BRCA2 eran sensibles a los inhibidores de PARP con respecto al estado de p53.

Las células deficientes en BRCA2 mueren por la inhibicién de la PARP-1 en ausencia de roturas de ADN bicatenario
(DSB) pero en presencia de YH2AXx

[0061] Se sabe que la RH esta implicada en la reparacién de las DSB y otras lesiones que se producen
durante la replicacién del ADN [2]. Para determinar si la sensibilidad de las células deficientes en BRCA2 es el
resultado de una incapacidad para reparar las DSB tras el tratamiento con NU1025, se midi6 la acumulacion de las
DSB en células V79 y V-C8 tras tratamiento con niveles muy téxicos de NU1025. Se encontrd que ninguna DSB fue
detectable mediante el analisis electroforético en gel de campo pulsante del ADN obtenido de las células tratadas
(Figura 5A), sugiriendo que se acumulan bajos niveles de DSB u otros sustratos recombinogénicos tras la inhibicion
de PARP en las células deficientes en la RH, (Figura 5B) con el estimulo de yH2Ax (Figura 5B). La razén por la cual
las células deficientes en BRCA2 mueren tras la induccion de estas lesiones recombinogénicas se debe
probablemente a una incapacidad para reparar dichas lesiones. Para ensayar esto, se determind la capacidad de las
células V-C8 deficiente en BRCA2 y de las células complementadas en BRCA2 para focos de RDA51 en respuesta
a NU1025. Se encontro que los focos de RAD51 se inducian a su vez en células V-C8+B2 tras el tratamiento con
NU1025 (estadisticamente significativo en el test de la t p<0,05; Figura 5D). Esto indica que las lesiones
recombinogénicas desencadenan la reparacion de la RH en estas células, permitiéndoles sobrevivir. En contraste,
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las células V-C8 deficientes en BRCA2 fueron incapaces de formar focos RAD51 en respuesta al tratamiento con
NU1025 (Figura 5D) indicando sin RH, lo que dejaria las lesiones recombinogénicas sin reparar y de esta manera
produce la muerte celular.

La PARP-1, y no la PARP-2, es la importante para evitar la formacién de una lesién recombinogénica

[0062] Existen dos PARP principales presentes en el nucleo de las células de mamiferos, la PARP-1 y la
PARP-2, y todos los inhibidores de la PARP de los que se ha informado inhiben ambas formas. Con el fin de
distinguir qué PARP es responsable del efecto, los inventores probaron si la ausencia de PARP-1 y/o PARP-2 daba
como resultado la acumulacion de lesiones tdxicas, disminuyendo éstas y BRCA2 con ARNip en células humanas
(Figura 6a). Los inventores encontraron que la supervivencia clonogénica se redujo significativamente cuando las
proteinas PARP-1 y BRCA2 se agotaron simultdneamente en las células humanas (Figura 6b). El agotamiento de la
PARP-2 con BRCAZ2 no tuvo efecto sobre la supervivencia clonogénica y el agotamiento de PARP-2 en PARP-1y en
células con BCRA?2 agotada no dio como resultado una toxicidad adicional. Estos resultados sugieren que la PARP-
1, y no la PARP-2, es la responsable de reducir las lesiones recombinogénicas toxicas en células humanas. La
eficacia de la clonacién se redujo solo hasta el 60% del control en células con PARP-1 y BCRA2 agotadas
simultdneamente, mientras que no sobrevivieron las células deficientes en RH en los tratamientos con inhibidores de
PARP. Esto se podria conseguir con un agotamiento incompleto de la abundante proteina PARP-1 por el ARNip
(Figura 6c¢), que puede ser suficiente para mantener la funcién de la PARP-1 en alguna de estas células.

La PARP-1 se activa por los inhibidores de la replicacién

[0063] La RH esta también implicada en la reparacion de las lesiones que se producen en las horquillas de
replicacién atascadas, lo que puede no implicar las DSB detectables [2]. Para probar si PARP tiene un papel en las
horquillas de replicacién, se examing la activacién de PARP en células tratadas con agentes (timidina o hidroxiurea)
que retrasa o detiene la progresion de las horquillas de replicacién del ADN. La timidina agota el dCTP de las células
y ralentiza las horquillas de replicacion sin producir DSB. La hidroxiurea agota algunos dNTP y bloquea la horquilla
de replicacion, que esta asociada con la formacién de las DSB en las horquillas de replicacion [2]. Ambos agentes
inducen potentemente la RH [2]. Se tifieron células V79 de hamster tratadas durante 24 horas con timidina o
hidroxiurea para los polimeros PAR. Esto desvel6 un aumento sustancial en el nimero de células que contenian
sitios de actividad de la PARP (Figura 7C). Este resultado sugiere una funcién de PARP en las horquillas de
replicaciéon atascadas. Se demostré también que la inhibicion de PARP con NU1025 aumenta la sensibilidad a la
timidina o a la hidroxiurea en células V-C8+B2 (Figura 7D, E). Este resultado sugiere que la actividad de la PARP es
importante en la reparacion de las horquillas de replicacion atascadas o, alternativamente, que evita la induccion de
muerte en las células con horquillas de replicacion atascadas.

[0064] La PARP se activa rdpidamente en roturas de cadenas bicatenarias (SSB) y atrae enzimas de
reparacion del ADN [3-6]. El metil-metano sulfonato (MMS) produce la alquilacion del ADN, que se repara mediante
reparacion por excision de bases. La PARP se activa rapidamente mediante la SSB intermedia formada durante esta
reparacion, que agota los niveles de NAD(P)H (Figura 7F). Los inventores encontraron que la activacion de la PARP
y la reduccién de los niveles de NAD(P)H es mucho mas lenta después de los tratamientos con timidina o
hidroxiurea. Se puede explicar esta lenta activacion de PARP por la accion indirecta de la timidina y la hidroxiurea y
el tiempo necesario para acumular horquillas de replicacion atascadas a medida que las células entran en la fase S
del ciclo celular.

La PARP-1 vy la RH tienen papeles independientes en las horquillas de replicacién atascadas

[0065] Se determin6 el nimero de sitios de actividad de la PARP en células V-C8 deficientes en BRCA2 sin
tratar. Se encontr6 que mas células V-C8 contienen sitios de actividad de PARP en comparacion V-C8+B2 (Figura
8A, B, C). También, las células V-C8 tienen menores niveles de NAD(P)H libre que las células corregidas (Figura
8D), como probable resultado de la creciente actividad de la PARP. De manera importante, estos sitios de actividad
no se solapan con focos de RAD51 (Figura 8E).

[0066] Los resultados del presente documento sugieren que la PARP y la RH tienen papeles independientes
en la proteccion o el rescate de horquillas de replicaciéon atascadas (Figura 8F). Una pérdida de actividad de PARP
puede estar compensada por una creciente RH mientras que una pérdida de RH puede estar compensada por una
creciente actividad de PARP. Sin embargo, la pérdida de estas rutas conduce a la acumulacion de horquillas de
replicacion atascadas y a la muerte, como en el caso de células deficientes en BRCA2 inhibidas por PARP.

[0067] Tal como se muestra en el modelo resefiado en la Figura 8F, la PARP y la RH tienen papeles

complementarios en las horquillas de replicacion atascadas. (i) Las horquillas de replicacién pueden atascarse
cuando encuentran un obstaculo en la plantilla de ADN. Adicionalmente, pueden atascarse temporalmente, debido a
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la ausencia de dNTP u otros cofactores de la replicacion. (I) PARP se une a las horquillas de replicacion atascadas
u otros dafios asociados a la replicacion, estimulando la polimerizacion. Los polimeros PAR negativamente cargados
resultantes pueden proteger las horquillas de replicacion atascadas, repeliendo las proteinas que normalmente
procesarian las horquillas de replicacion (por ejemplo, resolvasas), hasta que la horquilla de replicacion se puede
restaurar espontaneamente cuando los dNTP y otros cofactores llegas a estar disponibles. Alternativamente, los
polimeros PAR o PARP pueden atraer proteinas para resolver el bloqueo de la replicacion por otros medios. (iii) En
ausencia de actividad de la PARP, se puede usar la RH como una ruta alternativa para reparar las horquillas de
replicacion atascadas. Este modelo compensatorio explica el creciente nivel de RH como focos de RAD51 que se
encuentran en células **° y la mayor actividad de la PARP que se encuentra en células deficientes en RH (es decir,
V-C8). Las replicaciones espontaneas de bloques/lesiones solo son letales en ausencia tanto de PARP como de RH.

[0068] Tabla 1. Genotipo y origen de las lineas celulares usadas en este estudio.
Linea celular Genotipo Defecto Origen Referencia
AA8 Wt Wt CHO [41]
irs1SF XRCC3 XRCC3', deficiente en RH AA8 [41]
CXR3 XRCC3 + hXRCC3 Wt irs1SF [41]
V79-4 Wt Wt V79 [40]
irsl XRCC2 XRCC2', deficiente en RH V79-4 [40]
irs1x2.2 XRCC2 + hXRCC2 Wt irs1 [40]
V79-Z Wt Wit V79 [42]
VC8 BRCA2 BRCAZ2', deficiente en RH V79-Z [42]
VC8n° 13 BRCA2 + hBRCA2 Wit VC8 [42]
VC8+B2 BRCA2 + hBRCA2 Wt VC8 [42]
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor de la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP) en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento de células cancerosas defectivas en la recombinacion homéloga (RH);

en el que las células cancerosas tienen un defecto en un gen seleccionado entre el grupo constituido por XRCC1,
CTPS, RPA, RPAL, RPA2, RPA3, XPD, ERCC1, XPF, MMS19, RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D, DMC1,
XRCC2, XRCC3, BRCA1, BRCA2, RAD52, RAD54, RAD50, MRE11, NBS1, WRN, BLM, Ku70, Ku80, ATM, ATR,
chkl, chk2, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, RAD1, RAD9, FEN-1, Mus81,
Emel, DDS1 y BARD.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en el que el inhibidor de la PARP se selecciona entre el grupo
constituido por inhibidores PARP-1, PARP-2, PARP-3, PARP-4, tanquirasa 1 tanquirasa 2.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 2 en el que el inhibidor de la PARP es un inhibidor de la PARP-1.

4. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que el inhibidor de la PARP se
selecciona entre el grupo constituido por bencimidazol-carboxamidas, quinazolin-4-[3H]-onas y derivados de
isoquinolona.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacién 4 en el que el inhibidor de la PARP se selecciona entre el grupo
constituido por 2-(4-hidroxifenil) bencimidazol-4-carboxamida, 8-hidroxi-2-metilquinazolin-4-[3H]ona, 6(5H)
fenantridinona, 3-amnobenzamida, bencimidazol-4-carboxamidas e indoles de lactama triciclica.

6. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que el inhibidor de la PARP es
una molécula de ARNi especifica de un gen PARP.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacion 6 en el que la molécula de ARNi se deriva de una molécula de
acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo constituido por:
a) una secuencia de acido nucleico como la representada por la secuencia de la Figura 9, 10, 11, 12, 13 o
14, o uno de sus fragmentos;
b) una secuencia que se hibrida con las secuencias de acido nucleico de la Figura 9, 10, 11, 12, 13 0 14,y
gue codifica un gen de PARP; o
¢) una secuencia de acido nucleico que comprende secuencias que estan degeneradas como resultado del
codigo genético de las secuencias de 4cido nucleico definidas en (a) y (b).

8. Uso de acuerdo con la reivindicacién 6 o la reivindicacién 7 en el que la molécula de ARNi comprende
la secuencia de &cido nucleico aaa agc cau ggu gga gua uga.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacién 7 en el que la molécula de ARNi esta
constituida por la secuencia de acido nucleico aag acc aau cuc ucc agu uca ac.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacidon 6 o la reivindicacion 7 en el que la molécula de ARNi esta
constituida por la secuencia de acido nucleico aag acc aac auc gag aac aac.

11. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que las células cancerosas
defectivas en la RH son parcialmente deficientes en la RH.

12. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en el que las células cancerosas
defectivas en la RH son totalmente deficientes en la RH.

13. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el defecto es una
mutacion en el gen.

14. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el defecto es la
ausencia del gen.

15. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el defecto esta en la
expresion del gen.
16. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que las células cancerosas

gue se van a tratar se seleccionan entre el grupo constituido por células de cancer de pulmén, colon, pancreas,
ovarios, cuello de utero, mama y préstata.
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17. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que las células cancerosas
estan en un ser humano.

18. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que las células cancerosas
gue se van a tratar son células de cancer hereditario vinculado a genes.

19. Uso de acuerdo con la reivindicacion 18 en el que las células cancerosas que se van a tratar son
células de cancer de mama.

20. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que las células cancerosas
gue se van a tratar son defectivas en la expresién de BRCAL.

21. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que las células cancerosas
gue se van a tratar son defectivas en la expresion de BDCA2.

22. Uso de acuerdo con la reivindicacion 20 o 21 en el que las células cancerosas son parcialmente
deficientes en la expresion de BRCAL y/o BRCA2.

23. Uso de acuerdo con la reivindicacién 20 o 21 en el que las célula cancerosas son totalmente
deficientes en la expresién de BRCAL y/o BRCA2.

24, Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el gen que media en la
RH es un gen supresor del tumor.

25. Uso de acuerdo con la reivindicacion 24 en el que el gen supresor del tumor es BRCAL.
26. Uso de acuerdo con la reivindicacion 24 en el que el gen supresor del tumor es BRCA2.
27. Un inhibidor de la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP) para uso en el tratamiento de células

cancerosas defectivas en la recombinacion homéloga (RH);

en el que las células cancerosas tienen un defecto en un gen seleccionado entre el grupo constituido por XRCC1,,
CTPS, RPA, RPAL, RPA2, RPA3, XPD, ERCC1, XPF, MMS19, RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D, DMC1,
XRCC2, XRCC3, BRCA1, BRCA2, RAD52, RAD54, RAD50, MRE11, NBS1, WRN, BLM, Ku70, Ku80, ATM, ATR,
chkl, chk2, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, RAD1, RAD9, FEN-1, Mus81,
Emel, DDS1 y BARD.

28. Un inhibidor de la PARP para uso de acuerdo con la reivindicacion 27 en el que el inhibidor de la
PARP se selecciona entre el grupo constituido por inhibidores de PARP-1, PARP-2, PARP-3, PARP-4, tanquirasa 1
y tanquirasa 2.

29. Un inhibidor de la PARP para uso de acuerdo con la reivindicacion 28 en el que el inhibidor de la
PARP es un inhibidor de la PARP-1.

30. Un inhibidor de la PARP para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 29 en el
que el inhibidor de la PARP se selecciona entre el grupo constituido por bencimidazol-carboxamidas, quinazolin-4-
[3H]-onas y derivados de isoquinolona.

31. Un inhibidor de la PARP para uso de acuerdo con la reivindicacion 30 en el que el inhibidor de la
PARP se selecciona entre el grupo constituido por 2-(4-hidroxifenil) bencimidazol-4-carboxamida, 8-hidroxi-2-
metilquinazolin-4-[3H] ona, 6(5H) fenantridinona, 3-amnobenzamida, bencimidazol-4-carboxamidas e indoles de
lactama triciclica.

32. Un inhibidor de la PARP para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 31 en el
que las células cancerosas defectivas en la RH son parcialmente deficientes en la RH.

33. Un inhibidor de la PARP para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 31 en el
que las células cancerosas defectivas en la RH son totalmente deficientes en la RH.

34. Un inhibidor de la PARP para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 33 en el

que las células cancerosas que se van a tratar se seleccionan entre el grupo constituido por células de cancer de
pulmon, colon, pancreas, gastrico, de ovarios, de cuello de matriz, mama y prostata.
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35. Un inhibidor de la PARP para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 34 en el
que las células cancerosas que se van a tratar son células de cancer hereditario vinculadas a genes.

36. Un inhibidor de la PARP para uso de acuerdo con la reivindicacion 35 en el que las células cancerosas
gue se van a tratar son células de cancer de mama.

37. un inhibidor de la PARP para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 36 en el
que las células cancerosas que se van a tratar son defectivas en la expresion de BRCA1 o BRCA2.
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FIGURA Y

1 cgceegecea geeccgegag cagggaaage ctaaattacg gaatiaccge gageaaggag
61 cgoggaatcg gggagegtee ggagetaget ggatecteta ggeaggalgg tgalgggaat
121 ctitgcaaat tgtatettct gtttgaaagt gaagtactta cctcageage agaagaaaaa
1B1 gctacaaact gacattaagg aaaatggepg aaagttitee ttitcgttaa atectcagty
241 cacacatala alcttagata atgctgatgt tctgagicag taccaactga atictatcca
301 aaagaaccac gttcataitg caaacccaga tittatatgg aaatctatca gagaaaagag
361 actctiggat gtaaagaatt atgatectta taageecclpg gacatcacac cacclectga
421 tcagaaggeg ageagiictg aaglgasaac agaaggicta tgcccggaca gigecacaga
481 ggaggaagac actgiggaac tcactgagtt tggtatgeag aatgttgaaa ttectcatet
54) tectcaagat titgaagitg caaaatataa cacctiggag aaaglpggaa tgpagapage
601 ccagpaaget giggtggteg agettcagtg ticgegggac tccagggact gtectticet
661 gatatcctea cacttectee tggatgatgg catggagact agaagacagt tigetataaa
721 gaaaacctct gaagatgeaa gpaatactt tgaaaatiac attgaagaac tgaagaaaca
781 aggatitcta ctaagagaac afttcacacc tgaagcaacc caatiagcat clgaacaatt
841 geaagceattg ciittggage aaptcatgaa ttcaageact ctgagecaag aggtgagega
901 tttagtagag atgatitggg cagaggeect gggecacctg gaacacatgg ttctcaagec
961 agtgaacagg attagectca acgatgtgag caaggeagag gggattctec tictagtaaa
1021 ggcageactg aaaaatggag aaacagcaga geaattgcaa aagatgatga cagagtitia
1081 cagactgata ccicacaaag geacaatgec caaagaagtg aacctgggac (attggetaa
1141 gaaagcagac ctcigecape taataagaga catggttaat gtetgtgaaa ctaatttgtc
1201 caaacccaac ccaccatcee tggecaaata cegagetttg aggtgeaaaa ttgageatgt
1261 tgaacagaat actgaagaat tictcagggt lagaaaagag gtittgcaga atcatcacag
1321 taagagccca gtggaigict tgcagatatt tagagttgpe agagtgaatg aaaccacaga
1381 gtitttgage aaactiggta atgigaggee ctigitgeat gpttctectg tacaaaacat
1441 cgtgggaate ttgtgiogag ggtigotitt acccaaagta gtggaagalc giggigisca
1501 aagaacagac gicggaaacc ftggaagtge gatttatttc agtgaticge tcagtacaag
1561 talcaagtac tcacacccgg gagagacaga lggeaccaga cleetgetea titgtgacgt
1621 agecctegga aaptgtatgg acttacatga gaaggactit tecttaactg aageaccacce
1681 aggctacgac agtgtgeatg gagtticaca aacagectct gicaccacag actitgagga
1741 tgatgaalttt gttgictata aaaccaatca ggtianaatg aaatatatta tiaaattiic
1801 catgcctgga patcagataa aggactttca tectagtgat catactgaat tagaggaata
1861 cagaccigag tittcaaatt tticaaaggt tgaagattac cagtiaccag algecaaaac
1921 ttccagcage accaaggecg gectecagga tgetictggg aactiggtic ciciggagpa
1981 tgtccacatc asagggagaa tcatagacac tgtageccag gteatigtit ticagacata
2041 cacaaataaa agtcacgtge ccattgagge aaaatatate tttcctitgg atgacaagge
2101 cgetgtgtgt ggettegaag cettcateaa tgggaageac atagtiggag agattaaaga
2161 gaaggaagaa geceageaag agtacctaga agecgtgace cagggecatg gegettacet
2221 gatgagicag gatgetcegg acgttitiac tgtaagigtt ggaaacttac ccectaagge
2281 taaggttctt ataaaaatta cctacatcac agaactcage atcetgggea cigtiggtgt
2341 citittcatg cecgecaccg tageacectg geaacaggac aaggetttga atgaaaacct
2401 tcaggataca glagagaaga (ttgtataaa agaaatagga acaaagcaaa getctett
2461 gactatgtct attgagalge cgtacgtgat tgaaticatt ttcagtgata ctealgaact
2521 gaaacaaaag cgeacagact goaaagetgt cattageace atggaaggea getccitaga
2581 cageagtgga tittctetce acatcggttt gtetgetgee tatcicccaa gaalgtggst
2641 tgaaaaacat ccagaaaaag aaagcgagge tigeatgelt gtetttcaac cogatctega
2701 tgtcgaccte cctgacctag ccaatgagag cgaagtgatt atttgicttg actgeiccag
2761 ticcatggag getgigacat tetipcaage caaggaaate gectigoatg cgetgteett
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2821 ggtgggtgag aagcagaaag taaatattat ccagttcgge acaggttaca aggagctatt
2881 ttegtatcct aagcatatca caageaatac cgeggeagea gagtteatea tgtetgecac
2941 acctaccatg gggaacacag actictggaa aacactccga tatcttagct tattgtacee
3001 tgetcgagpe tcacggaaca tectectggt gtetgatgge cacetecagg atgagagect
3061 gacattacag ctcgtgaaga ggagecgeee geacaccagg ttattcgect goggtategg
3121 ttctacagca aatcgtcacg tottaaggat titgtcecag tgtggtgecg gagtattiga -
3181 atattttaat gcaaaatcca ageatagitg gagaaaacag atagaagacc aaatgaccag
3241 gctatgttct ccgagttgee actetgtete cgtcaaatgg cagecaactca atccagatge
3301 geeegaggec ctgeagpece cageccaggt geeatecttp titcgeaatg atcgactect
3361 tgtctatgga tteattcctc actgcacaca ggeaactcig tgtgeactaa ttcaagagaa
3421 agaatttigt acaatggtgt cgactactga gettcagaag acaactggaa ctatgatcca
3481 caagctggea geecgagete taatcagaga ttatgaagat pecattette acgaaaatga
3541 aaccagtcat gagatgaaaa aacaaacctt gaaatctctg aftattaaac tcagtaaaga
3601 aaactctctc ataacacaat ttacaagctt tgtggeagtt gagaaaapgp atgagaatga
3661 gicacctttt cetgatattc caaaagttic tgaacttatt gccaaagaag atgtagactt
3721 cctgeectac atgagetgge agggggaace ceaagaagee gteaggaace agtetotttt
3781 apcatgetet gagtggecag aattacgtit atccaaacga aaacatagga aaattecatt
3841 ttccansaapga aaaatggaat tatctcagec agaagtitct gaagattttg aagaggatge
3901 cttapgteta ctaccageft tcacatcaaa tiiggaacgt gpacgigtes aaaagctatt
3961 gpatitaapt tggacagagt catgtaaacc aacageaact gaaccactat ttaagaaagt
4021 cagteccatgg gaaacatcta ctictagett tittcctatt tiggetccgg cogttggtic

4081 ctatcttace ccgactacee gegetcacag tectgetice ttgtettttg ceteatateg
4141 tcaggtaget agtitcggtt cagetgetee teccagacag (tigatgeat cteaatteag
4201 ccaaggecct gtgeetggea ctigtgetga ctggatccca cagteggegt citgteccac
4261 aggacctcce cagaacccac ctictgeace ctattgtgge attgtttitt cagggagete
4321 attaagetet geacagtetg ctecactgea acatcotgga geotttacta cecaggecttc
4381 tgetgpcace ticcctgage tggaltctee ccageticat tictetette ctacagacce
4441 tgatcccate agaggtiitz geteottateca tecctetget tacteteett tteattttca

4501 accticcgea gectetttga ctgecaacet taggetgeca atggectetg ctttacctga
4561 ggctetttge agtcagtcce ggactaccee agtagatcte tgicttctag aagaatcapt
4621 aggcagtctc gaaggaagtc gatgtcetgt cittgetiit caaagtitctg acacagaaag
4681 tgatgagcta tcagaagtac ttcaagacag ctgettttta caaataaaat gtgatacaaa
474] agatgacagt atcccgtget ttctggaagt aaaagaagag gatgaaatag tgtgcacaca
4801 acactggcag gatgetgtge ctiggacaga actcctcagt ctacagacag aggatggott
4861 ctggaaactt acaccagaac tgggacttat attaaatctt aatacaaatg gittgcacag
4921 ctticttaaa caaaaaggca ticaatctct aggtgtaaaa ggaagagaat gtctectgga
4981 cctaatigce acaatgetgg tactacagtt tattcgeace aggitggaaa aagapggaat
5041 agtgticaaa tcactgatga aaatggatga cccttctatt tccaggaata ticectggge
5101 ttttgaggcea ataaagcaag caagtgaaty ggtaagaaga actgaaggac agtacccate
5161 tatctgeeca cggettgaac tggggaacga cigggactet gecaccaage agttgetgae
5221 actecagece ataagcactg tgtcceetet tecatagagte ctecattaca gteaaggeta
5281 agtcaaatga aactgaattt taaacttttt gcatgettct atgtagaaaa taatcaaatg
5341 ataatagata cttataatga aacttcatta aggtitcatt cagtgtagca attactgtct

5401 ttaaaaatta agtggaagaa gaattacttt aatcaactaa caagcaataa taaaatgaaa
5461 ctiaaaat
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Figura 10

"

1 ctagaatica gcggccgotg aattctagge BECECERBCER Cgacpggagca CCEECEBCEs
61 cagggcgapa geattaaatg aaagcaaaag agttaataat ggeaacacgg ctccagaaga
121 ctcttecect gecaagaaaa ctegtagatg ccagagacag gagtcgaaaa agatgecetgt
181 ggetgpagga aaagetaata aggacappac agaagacaag caagatggta tgecaggaag
241 gtcatgggee agcaaaaggg totctgaate tgtgaaggec ttgetgttaa aggpcaaage
301 tectgtggac ccagagigta cagccaaggt ggggaagget catgtgtatt gtgaaggaaa
361 tgatgtctat gatgtcatge taaatcagac caatctccag ticaacaaca acaagtacta
421 tctgattcag ctattagaag atgatgccca gaggaactic agtgittgga tgagatgggs
481 ccgagttggg aaaatgggac agcacagect ggtggetigt tcaggeaalc tcaacaagge
541 caaggaaatc titcagaaga aaficcttga caaaacgaaa aacaatiggg aagatcgaga
601 aaagtttgag aaggigeclg gaaaatatga tatgcetacag atggactatg ccaccaatac
661 tcagpatgaa paggaaacaa aaaaagagga atctcttaaa tetcecttga agecagagte
721 acagctagat cttegggtac aggagttaat aaagttgate tgtaatgtte aggecatgga
781 agaaatgatg atggaaatga agtataatac caagaaagec ccacttggga agetgacagt
841 ggcacaaatc aaggeaggtt accagicict taagaagatt gaggattgta ticgggetgg
901 ccagcatgga cgagetcetca tggaageatg caatgaattc tacaccagga ttecgeatga
961 ctttggactc cgtactecte cactaatceg gacacagaag gaactgicag aaaaaataca

1021 attactagag pctttgggag acattgaaat tgctattaag ctggtgaaaa cagagetaca
1081 aagcccagaa cacccattgg accaacacta tagaaaccta catigtgect tgegecceect
1141 tgaccatgaa agttacgagt tcaaagtgat ttcccagtac ctacaateta ceccatgetee
1201 cacacacage gactatacca tgaccttget ggattigttt gaagtggaga aggatggtga
1261 gaaagaagce ttcagagapg acctfcataa caggatgett ctatggeatg gttccaggat
1321 gagtaactgg gtgggaatct tgagecatgg gettegaalt geceaccelg aageteceat
1381 cacaggttac atgtttggga aaggaatcta ctttgetgac atgicticca agagtgecaa
1441 ttactgettt gectetegee taaagaatac aggactgetg ctettatcag aggtagetet
1501 aggtcagtgt aatgaactac tagaggceceaa tectaaggee gaaggattge ttcaaggtaa
1561 acatagcacc aaggggetgg geaagatgge teccagtict geccactteg tecaccetgaa
1621 tgggagtaca gtgccattag gaccagceaag tgacacagga attctgaate cagatggtta
1681 taccctcaac tacaatgaat atattgtata taaccccaac caggteegta tgeggtaccet
1741 tttaaaggtt cagtttaatt tccticaget giggtgaatg tigatcttaa ataaaccaga

1801 gatctgatct tcaagcaaga aaataagcag tgttgtactt gtgaattttg tgatatitta

1861 tgtaataaaa actgtacagg tctaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaanaa
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Figura 11

1 tgggactggt cgectpacte ggectgeece agectetget tcacceccact ggtgpecaaa

61 tagecgatpt ctaatcccce acacaagete atceceggee totgggattg ttgggaattc

121 tctecctaat teacgectga ggctcatgga gagttgetag acctgggact geectgggag
181 gegeacacaa ccaggecggg tggeagecag gaccicteee atgtecotge tittettgge
241 catggcicea aagecgaage cetgggtaca gactgaggge cctgagaaga agaagggecg
301 gcaggeagga agggaggagg accecttecg ciccaccget gaggeccetca aggecatace
361 cgeagagaag cgeataatce geptggatee aacatgtcea ctcageagea acceegggac
421 ccaggtgtat gaggactaca actgcaccct gaaccagace aacatcgaga acaacaacaa
481 caagttctac atcatccage tgetccaaga cageaaccge ticttcacct getggaaccg

541 ctggggeegt gigggagage teggocagte aaagatcaac cacttcacaa ggetagaaga
601 tgcaaagaag gactttgaga agaaatttcg ggaaaagacc aagaacaact gggcagageg
661 ggaccacttt gtgtctcacc cgggeaagta cacacitate gaagtacagg cagaggatga
721 ggeccaggaa getgtggtga aggtggacag aggeceagtg aggactgtga ctaageggpt
781 geageectge tecctggace cagecacgea gaagetcate actaacatcet tcagecaagga
841 gatgttcaag aacaccatgg ccctcatgpa cctggatgtg aagaagatge cectgggaaa
901 getgageaag caacagattg cacgpggtitt cgaggocttg gaggegetgg aggaggecct
961 gaaaggcccce acggatggte gecaaagect ggaggagetg tectcacact tttacacegt
1021 catcccgeac aacttcggec acagececagee ceccgeccate aattceeetg agetictgea
1081 ggccaagaag gacatgetgce tggtgetgge ggacatogag ctggeccagg cectgeagge
1141 agtctctgag caggagaaga cggtggagga ggtgecacac ceeetggace gagactacca
1201 gettctcaag tgecagetge agetgetaga ctetggagea cotgaptaca aggtgataca
1261 gacctactia gaacagactg geageaacca caggtgecct acacttcaac acatetggaa
1321 agtaaaccaa gaaggggagg aagacagatt ccaggeccac tccaaactgg gtaatcggaa
1381 getgetptag catggeacca acatggeegt gptggecgec atcctcacta gitgggeteeg
1441 catcatgecea cattetggtg ggegtptigg caagggcate tactttgect cagapaacag
1501 caagtcaget gpatatgtta tiggcatgaa gtegtgggpece caccatgteg getacatgtt
1561 cctgggtgag gtggccctgg geagagagea ceatatcaac acggacaace ccagettgaa
1621 gagcccacct cetggeticg acagtgtcat tgecegagge cacaccgage ctgatccgac
1681 ccaggacact gagtiggage tggatggeea geaagtgptg ptgecccagg gecagectgt
1741 geectgecca gagttcagea getccacatt cteccagage gagtacctea tetaccagea
1801 gagecagtgt cgectgeget acctgetgga ggtecacceie tgagtgeeeg cectgtecee
1861 cggggteetg caaggetgga ctgtgatett caatcatcect geccatetet ggtaceecta
1921 tatcactcct ttttitcaag aatacaatac gttgttgtta actatagtca ccatgetgta

1981 caagatccct gaacttatge ctectaactg aaattttgta tictttgaca catctgecca

2041 gtecctetec tceccagecca tggtaaccag cattigacte tttacttgta taagggeage
2101 tittataggt tccacatgta agtgagatca tgcagtgttt gictttetgt gectggetta

2161 titcactcag cataatgtge accgggtica cccatgtitt cataaatgac aagatttcot

2221 cctftaaaaa 2322323333 2233223333 33323433433 23a
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Figura 12
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ggcgregegt
aggggerrea
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cctagegctyg
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aaggaagtgt
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tcatggttct
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Figura 13

1 cgegecgect cgetagecga aacetgecca geeggtgece gEccactgeg cacgegegss
61 acgacglcac gigogetcee ggggotggac ggageigeca ggaggegcct tgecagetic
121 cgeegecgeg legtticagg acccggacgg cpgattcgeg CtEeciccge CEeCECEELE
181 cagceggggs geagggagec cagegageag cgcgegtggg cgeggccatg ggactgegee
241 ggatccpgtg acagcaggga gecaagegge coggpecctg agegeglicett ctecgpgpeg
301 ceicgeecete ctgetegegg ggeeggggct cetgeteegyg tigetggege tgtigetgee
361 tgtggcggeg gocaggatca tgicgggteg cogotgogee gECEEgesag cggeetgege
421 gapcgecgeg gecgaggccy tgpagecgge cgoeccgagag cigticgagg cgtgeegeaa
481 cggggacgtg paacgagtca agaggetgat gacgectgag aagptgaaca geegegacac
541 ggegggcagg aaatccacce cgetgeact! cgeegeaggt ttgggegga aagacgtagt
601 tgaatatitg citcagaatg gtgcaaatgt ccaageacgt gatgatgggg gocttatice
661 tcttcataat geatgctott tiggtcatge tgaagtapte aatctecttt tgegacatgg
721 tpcagaccee aatgetcgag ataatigpaa ttatactect ctecatgaag ctgcaattaa
781 aggaaagatt gatgtitgca tigtgetght acageatgga getgagecaa ccatccgaaa
841 tacagatgga aggacagcat tggatitage agatccatct gecaaageag tgeitactgg
901 tgaatataag aaagatgaac tctiagaaag tgccaggagt ggeaatgaag aaaaaatgat
961 ggctctactc acaccattaa atgtcaactg ccacgcaagt gatggeagaa agtcaactce
1021 attacatttg gcagcaggat ataacagagt aaagattpta cagetgttac tgcaacatgg

1081 agctgatgtc catgctaaag ataaaggtga tcigglacca ttacacaatg cetgtictta
1141 tggtcattat ‘gaagtaactg aactttiggt caagcatggt gectgtgtaa atgcaatgga
1201 cttgtggeaa ticactccte ticatgagge agetictaag aacagggttg aagtatgtic
1261 fcttctctta agttatggtg capacccaac actgeteaat tgteacaata aaagtpetat
1321 agacttgget ceccacaccae agttaaaaga aagattagea tatgaattta aaggecacte
1381 gttpctgeaa getgcacgag aagetgatgt tactcgaalc aaaaaacaic tetctotgga
1441 aatggtgaat ttcaageate ctcaaacaca tgaaacagea ttgeattgtg ctgetgeate
1501 tceatatcce aaaagaaage aaatatptga acigttgceta agaaaaggag caaacatcaa
1561 tgaaaagact aaagaattct tgactcctet geacgtggea tcigagaaag ctcataatpa
1621 tgtigttgaa gtagtggtga aacatgaage aaaggttaat getetggata atctiggtea
1681 gacttctcta cacagagetg catattgtgg tcatclacaa acctgecger tacteetgag
1741 ctatgggtgt gatcctaaca ttatatccet tcagggoettt actgetttac agatgggaaa
1801 tgaaaatgta cageaactce tccaagaggg tatctcatta ggtaaticag aggeagacag
1861 acaatigelg gaagotgeaa aggetpgaga tgtcgaaact gtaaaaaaac tgtptactgt
1921 tcagagtptc aacigeapag acattgaagg gegteagict acaccactte attttgeage
1981 tgggtataac agagtgiceg tggtggaata tetgetacag catggagcetg atgtgeatge
2041 taaapataaa gpaggccttg tacctttgea caatgeatgt tettatggac attatgaagt
2101 tgcagaactt ciigttaaac atggapcagt agttaatgta geigatitat ggaaatitac
2161 acctitacat gaagcageag caaaaggaaa atatgaaatt (gcaaactte tgelccagea
2221 tgptgcagac cctacaaaaa aaaacaggga tggaaatact cotttggatc ttgitaaaga
2281 tggagataca gataticaag atctgottag gggagatgea gettigetag atgetgecaa
2341 gaagggttgt ttagccagag tgaagaagtt gicttcteet gataatgiaa atigecgega
2401 tacccaagge agacaticaa caccittaca tttagcapct ggttataata atttagaapt
2461 tgcagagtat ttgttacaac acggagetpa igtgaatgee caagacaaag gaggacttat
2521 tcctttacat aatgeagceat cttacgggea tgtagatgta geagetetae taataaagta
2581 taatgeatgt gtcaalgecea cggacaaalg ggelticaca cotttgeacg aageageoca
2641 aaagggacga acacageltt gtgettight getageccat ggagetgace cgaclctiaa
2701 aaatcaggaa ggacaaacac ctitagattt agtticagea gatgatgtea gegetettet
2761 gacageagcec atgeccccat ctgetctgee cietipttac aagecticaag tgetcaatgg
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2821 tgtgagaage ccaggageca ctgeagalge tetetctica ggtocatcla geccatcaag
2881 certctgea gecageagtc ttgacaactt atetggpagt ttitcagaac gtcttcagt
2941 agttagitca agtggaacag agggtectic cagtitgpag anaaaggagg ttecaggagt
3001 agattttage ataacicaat tcgtaaggaa tctiggactt gageacctaa tggatatatt
3061 tgagagagaa cagatcactt tggatgtatt agttgagatg ggpcacaagg ageigaagga
3121 patntggaatc aatgcttatg gacataggca caaactaatt aaaggagtcg agagactiat
3181 clccggacaa caaggtctta acccatattt aactttgaac acctotggta gtggaacaat
324] tettatagat ctgtetectg atgataaaga gtitcapict gtpgaggaag agatgeaaag
3301 tacagttcga gagcacagag atggaggtca tgecaggigga atcttcaaca gatacaatat
3361 tctcaagatt cagaaggttt gtaacaagaa actaigggaa agatacaclc accggagaaa
3421 agaagitict gaagaaaacc acaaccatge caatgaacga atgetatitc atgggicice
3481 ttttgtgaat geaattatce acaaaggclt tgatgaaagg catgegtaca taggiggtat
3541 gtttggagct ggcattiatt tigolgaaaa cteticcaaa ageaatcaat atgtatatgg
3601 aattggagga ggtacigggt gtocagtica caaagacaga fctigttaca tttgecacag
3661 geagelgele tittgecggg taaccitggg aaagictttc cigeagtica ggcaatgaa
3721 aatggeacat tetectecag gteatcacte agtcactgpt aggeccagtg taaatggect
3781 agcattagct gaatatgita titacagagg agaacaggcet talcctgagt alttaattac
3841 ttaccagatt atgaggectg aaggtatgpt cgatggataa atagttattt taagaaacta
3901 attccactga acctaaaatc atcaaagcag cagiggoote tacgttitac tecttigetg
3961 aaaaaaaatc afcttgecca caggectgtg gcaaaaggat aaaaatgtga acgaagtiia
4021 acalictgac ttgataaagc ritaataatg tacagtgtit tctaaatatt tectgtitet

4081 tcagcacttt aacagatgec attccaggtt aaacigggtt gietgtacta aaltataaac
4141 agagttaact tgaaccltit atatgttatg cattgattct aacaaactgt aatgeccica
4201 acagaactaa ltttactaat acaatactgt gtictitaaa acacageatt tacactgaat
4261 acaaiticat tigtaaaact gtaaataaga gettitgtac tagcecagta tttatttaca
4321 ttgetttpta atataaatet gttttagaac tgeageggtt tacaaaattt titcatatgt

4381 attgticatc tatacttcat cilacatcgt catgatigag tgatcittac aittgaticc

444 agaggetatg ttcagttgtt agttgggaaa gatigagita teagatttaa ttigecgatg
4501 ggagectita totgicatta gaaatcittc teatttaaga actiatgaat atgctgaaga
4561 titaatttgt gataccttg tatgtatgag acacattcea aagagetcta actatgatag
4621 gtcctgatia ctaaagaage ttctitactg goctcaattt ctagettica tgttggaaaa
4681 ttitetgeag tectictgty asaattagag caaagigetc cigtitttta gagaaactaa
4741 atcttgetgt tgaacaalta tigtgtictt ticatggaac ataagtagga tgitaacatt

4801 tccagggteg gaagggtaat cotaaatcat ttcccaatet atictaatta cottaaatct
4861 aaagpggaaa aaaaaaatca caaacapggac tgggtagtit titatcctaa gtatattttt
4921 tectgttctt tttacttgpt titattgotg tatitatage caatctatac atcatgggta

4981 aacttaaccc agaactataa aatgtagtig tiicagtcce cticaggeet cotgaatggg
5041 caagtgcagt ganacaggtg cticctgetc cigggttitc tetccatgat gttatgecca
5101 attggaaata tgetgtcagt ttgigeacca tatggtgace acgeetglge ieagtitgge
5161 agctatagaa ggaaatgetg teccataaaa tgecateect attictaata taacactctt
5221 ttccaggaag catgetlaag catctigtia cagagacata catceattat ggettggeaa
5281 tetctittat ttgtigacte tagetcoott caaagicgag gaaagalett tactcactta

5341 atgaggacat tccccatcac tgtetgtace agttcacett tatittacgt titattcagt

5401 ctgtaaatta actggeoctt tgcagtaact igtacataaa gtgetagaaa atcatgttce
5461 ttgtcelgag taagagttaa tcagagtaag tgcatttctg gagttgtite tgtgatgtaa
5521 attatgatca ttatttaaga agtcaaatce tgatctigaa ptgcetitita tacagetete

5581 taataatiac aaatatccga aagtcattic tiggaacaca agtggagtat gecaaattit
5641 atatgaattt ticagattat ctaagcttcc aggtittata attagaagat aatgagagaa
5701 ttaatpgpet ttatatitac attatctctc aactatgtag cccatattac tcaccctalg

5761 agtgaalctg gaattgcttt tcatgtgaaa tcatigtggt clatgagtit acaatactge
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5821 aaactgtgtt attttatcta aaccatiget taatgagigt gtttttccat gaatgaatat
5881 accgtgettc atatgttage atppcagcat titcagatag cttitigttt gitgggaagt
5941 tggegtttig gpgeeaggee gagtattagt acgtigeatg gaatagcecta ctttataatg
6001 atgggaatgc titttctttt gttttgpgat tittttittt gaagtgaaat ttaactitit

6061 gtgccagtag tactattata cccatctica gtgtettact tgtactgtat caaattceat
6121 accctcattt aattcttaat aaaactgttc acttgtaaaa aaaaaaaaaa 3aaaaaaaaa
6181 aaaaaaaaa
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Figura 14

1 cgeccgeeca geeoceggegg cagggaaape ctaaattacg gaattacege gageaaggag
61 cgecggaateg pggagegtee gpagetaget ggatecicta pgcaggalgp tgatgggaat
121 ctitpcaaat tgtatetict gtttgasagt gaagtactta cctcageage agaagaaaaa
181 gctacaaact gacattaagg aaaatggegg aaagttttec tttegttaa atccteagty
241 cacacatata atcttagata atgetgatat tetgagteag taccaactga attctatcca
301 aaagaaccac gitcatattg caaacccaga ftitatatgg aaatctatca gagaaaagag
361 actctiggal ptaaagaait atgatectta taageccetg gacatcacac cacetectga
421 tcagaaggcg agcagttctg aagtgaaaac agaaggicta tgcccggaca gigecacaga
481 pgaggaagac actgtggaac tcactgagit iggtatgeag aatgtigaaa ttccteaict
541 tcctcaagat titgaagttg caaaatataa cacctiggag aaagtgggaa tggagggage
601 ccaggaapet gtgptpetgg agettcagtg ticgegggac tecagggact gtectitect
661 gatatcetea cacticetee tggatgatgg catggagact agaagacagt tigetataaa
721 gaaaacctct gaapatgcaa ptpaatactt tgaaaattac atigaagaac tgaagaaaca
781 aggatticta ctaagagaac atttcacacc tgaagcaacc caattageat ctgaacaatt
841 gcaapcattg cititggagg aagtcatgaa ticaageact ctgagecaag aggtgagega
901 titagtagag atgatttggg cagaggcect gggecacctg gaacacatge tictcaagee
961 agtgaacagg attagccica acgatgtgag caaggeagag gggatictce tictagtaaa

1021 ggcagcactg aaaaatggag anacagcaga geaattgeaa aagatgatga cagagtitta
1081 cagactgata cctcacaaag geacaatgec caaagaagtg aacctgggac tattggetaa
1141 gaaagcagac cictgecage laataagaga calggitaat gietgtgaaa ctaatitgte
1201 caaacccaac ccaccatcce tggecaaata ccgagettlg aggtgeaaaa ttgageatgt
1261 tgaacagaat actgaagaat ticicagggt tagaaaagag gttttgcaga atcatcacag
1321 taagagceca gtggatgict tgcagatatt tagagitgpee apagtgaatg aaaccacaga
1381 gtttttgage aaacttggta atgtgaggce ctigttgeat gatictcetg tacaaaacat
1441 cgigggaatc tigiglogag gettgotttt acccaaagta giggaagate ptggigipea
1501 aagaacagac gtcggaaacc ttggaagigg gatttatitc agtgattcge tcapgtacaag
1561 tatcaagtac tcacacccgg gagagacaga {ggeaccaga cleetgetea tttgtgacgt
1621 agecctegga aagtgtatgg actiacatga gaaggactit cecttaactg aagceaccace
1681 aggctacgac agtgtgcatg gagittcaca aacagectct gtcaccacag actttgagga
1741 tgatgaatit gtigtctata aaaccaatca ggttaaaatg aaatatatta ttaaattttc

1801 catgectgga gatcagataa aggactttca toctagtgat catactgaat tagaggaata
1861 cagacctgag tittcanatt titcaaaggt tgaagattac cagttaccag atgccaaaac
1921 ttccageage accaaggecg gectccagga tgoectetggg aacttggtic ctetgpagpa
1981 tgtecacate aaagggagaa teatagacac tgtageccag gicatigttt ticagacata
2041 cacaaataaa agtcacgtge ccattgaggc aaaatatatc titcctiigg atgacaagge
2101 cgetgtetpt ggettcgaag ccticatcaa tgggaageac atagtiggag agattaaaga
2161 gaaggaagaa geocageaag agtacctaga agecgtgace cagggeeatg gegettacet
2221 gatgagtcag gatgetcegg acgtttttac tgtaagtgtt ggaaacttac cocctaagge
2281 taaggttctt ataaaaatta cctacatcac agaactcage atectggaca ctgtiggtat
2341 ctttttcatg cccpecaccg tageacectg geaacaggac aaggetttga atgaaaacct
2401 tcaggataca gtagagaaga tttglataaa agaaatagga acaaagcaaa gettctclit
2461 gactatgtct attgagatge cgtatgtgat tgaattcatt ticagtgata cacatgaact
2521 gaaacaaaag cgeacagact gcaaagetgt cattagoace atggaapggea getecitaga
2581 cagcagtgga tiftctetce acateggttt gtetgetgee tatcteccaa gaatgiggat
2641 tgaaaaacal ccagaaaaag aaagcegaggce ttgoatgett gtetttcaac cogatctega
2701 tgtegaccte cetgacetag ccagtgagag cgaagigatt atttgictig actgctccag
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2761 ttccatggag getgtgacat tettgeaage caageaaate accttgeatg cgetgtectt
2821 ggtegstgag aagcagaaag taaatattat ccagttcgge acaggtiaca aggagetatt
2881 ttegtatoct aagcatatca caagcaatac cacggeagea gagtteatea tgtctgecac
2941 acctaccatg gggaacacag acttctggaa aacactccga tatcttaget tattgtacce
3001 tgctcgaggg tcacggaaca tectectggt gtotgatgge cacciocagg atgagagect
3061 gacattacag clcgtgaaga ggagecgece geacaccagg ftattcgect geggtategg
3121 ttctacagea aatcglcacg tcttaaggat tttgtcecag tgptggtgecg gagtatitga
3181 atattttaat gcaaaatcca agcatagiig gagaaaacag atagaagace aaatgaccag
3241 getatgttct ccgagttgee actotgicte cgtcaaatgg cageaactca atccagatge
3301 gecegaggec ctgeaggeee cageccagpt gecatecttg tttegeaatg atcgactect
3361 tgictatgga tteattcclc acigeacaca ageaactetg tgtgeactaa ttcaagagaa
3421 agaattttgt acaatggtet cgactactga gettcagaag acaactggaa clatgatcca
34381 caagctggea goecgagete taatcagaga ttatgaagat ggeattettc acgaaaatga
3541 aaccagtcat gagatgaaaa aacaaacctt gaaatclctg attattaaac tcagtaaaga
3601 aaactcictc ataacacaat ttacaagctt tgtggcagit gagaaaagge atgagaatga
3661 gtegectttt cetgatattc caaaagttic tgaacttatt gecaaagaag atgtagactt
3721 cctgeectac atgagctgpe aggggpagee ccaagaagee gtcaggaace agtctetttt
3781 agcatcctot gagtgpecag aattacgttt atccaaacga aaacatagga aaattccatt
3841 ticcaaaaga aaaatggaat tatctcagec agaagtitct gaagatiitg aagaggatgg
3901 cttagetgta ctaccagett tcacatcaaa titggaacgt gpapgiglgg aaaagetant
3961 ggatttaagt tggacagagt catgtaaacc aacageaact gaaccactat {taagaaagt
4021 cagiccatgg gaaacatcta ctictagett tittcetatt ttggetcegg cogttggtic
4081 ctatcttace cegactaccc gegetcacag teetgettee tigtetttig coteatateg
4141 tcaggtaget agtttcggtt cagetgetee teccagacag tttgatgeal cleaattcag
4201 ccaaggccect gtgeetggea cttgtgetga ctggatecca cagteggept cttgteccac
4261 agpacctcce cagaacccac ctictgeace ctattgtgge attgtttttt cagggageic
4321 attaagctet geacagtetg ctecactgea acatcetgga ggetitacta ceaggectic
4381 tgetggeace tteectgage tggattetee ceagetteat ticictctic cltacagaccee
4441 tgatcccatc agaggtittg ggtetiatca tecetetget tactetcott tteattttca

4501 accttccgea gectetitga ctgecaacct taggetgeca atggectotg ctttacetga
4561 ggctetttge agtcagtcce ggactaccee agtagatcte tgtettctag aagaatcagt
4621 aggcagtctc gaaggaaptc gatgtectpt ctitgotttt caaagtictg acacagaaag
4681 tgatgagcta tcagaagtac ttcaagacag ctgettitta caaatanagy gtgatacaaa
4741 agatgacagt atcccgtget tictgpaatt aaaagaagag gatgaaatag igigeacaca
4801 acactgpcag gatgetgtge ctiggacaga aclectcagt ctacagacag aggatggett
4861 ctggaaactt acaccagaac tgggactiat attaaatctt aatacaaatg giitgcacag
4921 ctttettaaa caaaaaggca ttcaatetct agptptanaa ggaagagaat gictectgga
4981 cctaattgee acaatgetgg tactacagit taticgeace aggtiggaaa aagagggaat
5041 agtgttcaaa tcactgatga aaatggatga cectictatt tccaggaata ticcetggge

- 5101 tttigaggca ataaageaag caagtgaatg ggtaagaaga actgaaggac agtacceate
5161 tatctgecca cggettgaac tggpgaacga ctgggactet gecaccaage agltgetggg
5221 actccagece ataageactg tgtecectct teatagagte ctecattaca gicaaggeta
5281 agtcaaatga aactgaatit taaacttttt gcatgetict atgtagaaaa taatcaaatg
5341 ataatagata attataatga aacticatta aggtttcatt cagtgtagea attactgtct

5401 ttaaaaatta agtggaapaa gaaitacttt aatcaactaa caagcaataa taaaatgaaa
5461 citaaaslaa aaaaaaaaaa aaaaaaaasa
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