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DESCRIPCION
Inhibicién de amiloide sérico A por iARN para el tratamiento de glaucoma
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de composiciones de ARN de interferencia para la inhibicion de la
expresion de amiloide sérico A (SAA) en glaucoma, particularmente para glaucoma de angulo abierto primario.

Antecedentes de la invencién

El glaucoma es un grupo heterogéneo de neuropatias épticas que comparten determinadas caracteristicas clinicas.
La pérdida de vision en glaucoma se debe a la muerte selectiva de células ganglionares retinianas en la retina neural
que se diagnostica clinicamente por cambios caracteristicos en el campo visual, defectos en la capa de fibras
nerviosas y una excavacion progresiva de la cabeza del nervio éptico (CNO). Uno de los principales factores de
riesgo para el desarrollo de glaucoma es la presencia de hipertension ocular (presion intraocular elevada, Pl1O). Se
necesita una presion intraocular adecuada para mantener la forma del ojo y para proporcionar un gradiente de
presion para permitir el flujo de humor acuoso a la cédmea avascular y el cristalino. La PIO parece estar implicada
también en la patogénesis de glaucoma de tensién normal en el que los pacientes tienen lo que se considera a
menudo que es una PIO normal.

La PIO elevada asociada con el glaucoma se debe a una resistencia elevada al flujo de salida de humor acuoso en
la malla trabecular (MT), un pequefio tejido especializado ubicado en el &ngulo iris-cémea de la camara anterior
ocular. Los cambios glaucomatosos en la MT incluyen una pérdida de células de la MT y la deposicion y
acumulacion de residuos extracelulares incluyendo material similar a placas proteinicas. Ademas, también hay
cambios que se producen en la CNO glaucomatosa. En ojos glaucomatosos, hay cambios morfolégicos y de
movilidad en células gliales de la CNO. En respuesta a la PIO elevada y/o ataques isquémicos transitorios, hay un
cambio en la composicién de la matriz extracelular de la CNO y alteraciones en las morfologias de axones de células
gliales y células ganglionares retinianas.

Los glaucomas primarios resultan de alteraciones en el flujo de fluido intraocular que tienen una base anatémica o
fisiolégica. Se producen glaucomas secundarios como resultado de lesién o traumatismo en el ojo o una enfermedad
preexistente. El glaucoma de angulo abierto primario (GAAP), también conocido como glaucoma crénico o simple,
representa el noventa por ciento de todos los glaucomas primarios. GAAP se caracteriza por la degeneracion de la
malla trabecular, dando como resultado una resistencia anémalamente alta al drenaje de fluido del ojo. Una
consecuencia de tal resistencia es un aumento en la PIO que se requiere para impulsar el fluido producido
normalmente por el ojo a través del aumento de resistencia.

Las terapias antiglaucoma actuales incluyen la disminucion de la PIO mediante el uso de supresores de la formacion
de humor acuoso o agentes que potencian el flujo de salida uveoescleral, trabeculoplastia con laser o
trabeculectomia que es una cirugia de filtracion para mejorar el drenaje. Enfoques farmacéuticos antiglaucoma han
presentado diversos efectos secundarios no deseados. Por ejemplo, midticos tales como pilocarpina pueden
provocar visién borrosa y otros efectos secundarios visuales negativos. Inhibidores de la anhidrasa carbonica
administrados de manera sistémica pueden provocar también nauseas, dispepsia, fatiga y acidosis metabdlica.
Ademas, determinados betabloqueantes se han asociado cada vez mas con efectos secundarios pulmonares graves
atribuibles a sus efectos sobre receptores beta-2 en tejido pulmonar. Los simpatomiméticos provocan taquicardia,
arritmia e hipertension. Tales efectos secundarios negativos pueden conducir a una disminucién del cumplimiento
del paciente o a una interrupcién de la terapia.

De manera mas importante, las terapias antiglaucoma actuales no abordan directamente el dafio patoldgico en la
malla trabecular, el nervio dptico y la pérdida de axones y células ganglionares retinianas, que continda incélume. En
vista de la importancia del glaucoma, y lo inadecuado de los métodos anteriores de tratamiento, seria deseable tener
un método mejorado de tratamiento del glaucoma que aborde las causas subyacentes de su progresion.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a ARN de interferencia que se dirigen a ARNm de SAA y de ese modo interfieren
con la expresion de ARNm de SAA. Los ARN de interferencia de la invenciéon son utiles para tratar glaucoma
relacionado con SAA. La presente invencion se define mediante las siguientes realizaciones 1 a 16.

1. Composicion que comprende una cantidad eficaz de ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49
nucledtidos y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, comprendiendo el ARN de interferencia: una secuencia de
nucledtidos sentido, una secuencia de nucledtidos antisentido y una region de al menos el 80% de
complementariedad contigua de al menos 19 nucledtidos entre las secuencias sentido y antisentido; en la que la
secuencia antisentido se hibrida en condiciones fisiol6gicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO:
1 o SEQ ID NO: 2, y tiene una region de al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19
nucledtidos con la parte hibridante de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 para su uso en el
tratamiento de glaucoma asociado a amiloide sérico A en un ojo de un sujeto.
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2. Composicion que comprende una cantidad eficaz de ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49
nucleétidos y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, comprendiendo el ARN de interferencia: una secuencia de
nucleétidos que tiene una regién de al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos
con una parte hibridante de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2, en la que la secuencia de
nucleétidos se hibrida en condiciones fisiolégicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 o SEQ
ID NO: 2, para su uso en el tratamiento de glaucoma asociado a amiloide A en un ojo de un sujeto.

3. Método in vitro para atenuar la expresion de ARNm de amiloide sérico A que comprende administrar una cantidad
eficaz de ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleétidos y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, comprendiendo el ARN de interferencia: una secuencia de nucleétidos sentido, una secuencia de
nucleétidos antisentido y una regién de al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19
nucledtidos entre las secuencias sentido y antisentido; en el que la secuencia antisentido se hibrida en condiciones
fisiolégicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, y tiene una regién de al
menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos con la parte hibridante de ARNm que
corresponde a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 a una célula.

4. Método in vitro para atenuar la expresién de ARNm de amiloide sérico A que comprende administrar una cantidad
eficaz de ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, comprendiendo el ARN de interferencia: una secuencia de nucleétidos que tiene una regién de al menos
el 80% de complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos con una parte hibridante de ARNm que
corresponde a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, en el que la secuencia de nucleétidos se hibrida en condiciones
fisiolégicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 a una célula.

5. Composicién o método del punto 1 6 3, en donde la secuencia antisentido tiene una regién de al menos el 80% de
complementariedad contigua de al menos 21 a 23 nucleétidos con 1a parte hibridante de ARNm que corresponde a
SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2, y comprende una secuencia TT adicional en el extremo 3 de cada una de la
secuencia sentido y antisentido.

6. Composicion o método del punto 1, 3 6 5, en donde la secuencia de nucleétidos sentido y la secuencia de
nucledtidos antisentido estan conectadas mediante una secuencia de nucleétidos en bucle.

7. Composicion o método de cualquiera de los puntos 1, 3, 5 y 6, en donde la secuencia antisentido esta disefiada
para dirigirse a una secuencia de nucleétidos de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 que comienza en el
nucleétido 230, 357, 362, 380, 447, 470, 527, 531, 548 6 557.

8. Composicion o método de cualquiera de los puntos 1, 3, 5 y 6, en donde la secuencia antisentido esta disefiada
para dirigirse a una secuencia de nucledtidos de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comienza en el
nucleétido 43, 170, 175, 193, 260, 283, 339 6 370.

9. Composicién o método de cualquiera de los puntos 1, 3, 5, 6 y 8, en donde la secuencia antisentido esta disefiada
para dirigirse a una secuencia de nucleétidos de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comienza en el
nucledtido 252, 271, 276, 325, 343.

10. Composicién o método de cualquiera de los puntos 1, 3, 5 a 9, en donde la secuencia antisentido comprende
CUUUGCCACUCCUGCCCCA (SEQ ID NO: 37), UCGGAAGUGAUUGGGGUCU (SEQ ID NO: 38),
UUUGUCUGAGCCGAUGUAA (SEQ ID NO: 39), AACCAGGCCCGUGAGAAGC (SEQ ID NO: 40),
CUGAGCCGAUGUAAUUGGC (SEQ ID NO: 41), GCCACUCCUGCCCCAUUUA (SEQ ID NO: 69),
CCCCCGAGCAUGGAAGUAU (SEQ ID NO: 42), CUCUGGCAUUGCUGAUCAC (SEQ ID NO: 43),
GCCUGUGAGUCUCUGGAUA (SEQ ID NO: 44), GCCACUCCUGCCCCAUUUA (SEQ ID NO: 45),
GCCAGCAGGUCGGAAGUGA (SEQ ID NO: 46), AGUCUCUGGAUAUUCUCUC (SEQ ID NO: 47),
UUUAUUGGCAGCCUGAUCG (SEQ ID NO: 48), UUGCUGAUCACUUCUGCGG (SEQ ID NO: 49),
CUGGAUAUUCUCUCUGGCA (SEQ ID NO: 50), UCUGCCACUCCUGCCCCAU (SEQ ID NO: 51),
AACCCCUUGGAGAGCCUCC (SEQ ID NO: 52), UGCCCAUGUCCCCAACCCC (SEQ ID NO: 53),
AUAGAGAUAUCUGUUUGAA (SEQ ID NO: 54), CGAGCAUAGAGAUAUCUGU (SEQ ID NO: 55),
CUUUGGGCAGCAUCAUAGU (SEQ ID NO: 56), AGACACCCCCAGGUCCUCU (SEQ D NO: 57),
CCUGGAACGGCUGAUGAGU (SEQ ID NO: 58), CCAAAUAAAUAGUAGUCUA (SEQ ID NO: 59),
UCCAAUACAGUGCUGCUGU (SEQ ID NO: 60), CUCAGCUUUCUCGUUGGAC (SEQ ID NO: 61),
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CCAUUCCUCAGCUUUCUCG (SEQ ID NO: 62), CCGGCCCCAUUCCUCAGCU (SEQ ID NO: 63),
CUUUGCCACUCCGGCCCCA (SEQ ID NO: 64) o UCUGAAGCGGUCGGGGUCU (SEQ ID NO: 65).

11. Composicion o método de cualquier punto anterior, en donde el ARN de interferencia comprende una
modificacion en una parte de base, en una parte de azicar o en una parte de fosfato.

12. Composicién o método de cualquiera de los puntos 1, 3 y 5, en donde la composicién comprende ademas un
segundo ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleétidos, y que comprende una secuencia de
nucledtidos sentido, una secuencia de nucledtidos antisentido y una regién de al menos el 80% de
complementariedad de al menos 19 nucleétidos entre las secuencias sentido y antisentido; en donde la secuencia
antisentido del segundo ARN de interferencia se hibrida en condiciones fisiolégicas con una segunda parte del
ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 y la secuencia antisentido tiene una regién de al menos el
80% de complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos con la segunda parte hibridante de ARNm que
corresponde a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

13. Composicién de cualquiera de los puntos 1, 3 y 5, en donde la composicién comprende una cantidad eficaz de
una mezcla de al menos cuatro ARN de interferencia, teniendo cada ARN de interferencia una longitud de 19 a 49
nucledtidos, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, comprendiendo cada ARN de interferencia: una secuencia
de nucledtidos sentido, una secuencia de nucleétidos antisentido y una region de al menos el 80% de
complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos entre las secuencias sentido y antisentido de cada uno de
los cuatro ARN de interferencia; en la donde las secuencias antisentido de la mezcla se hibridan en condiciones
fisiolégicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comienza en el nucleétido 175, 252, 276
y 325, respectivamente, y tienen una regién de al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19
nucledtidos con la parte hibridante de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comienza en el nucleétido 175,
252, 276 y 325, respectivamente.

14. Composicién del punto 2 o método del punto 4, en donde la composicién comprende ademés un segundo ARN
de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos, y comprendiendo una segunda secuencia de
nucledtidos que tiene una regién de al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos
con una segunda parte hibridante de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

15. Composicion del punto 2 o método del punto 4, en donde la composicion comprende una cantidad eficaz de una
mezcla de al menos cuatro ARN de interferencia, teniendo cada ARN de interferencia una longitud de 19 a 49
nucledtidos, y comprendiendo la mezcla: una primera, segunda, tercera y cuarta secuencia de nucleétidos que
tienen una regién de al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos con la parte
hibridante de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comienza en el nucleétido 175, 252, 276 y 325,
respectivamente.

16. Composicién o método de cualquier punto anterior, en donde la composicion se prepara para administracién por
via topica, intravitrea o transescleral.

Se da a conocer en el presente documento un método de atenuacion de la expresion de ARNm de amiloide sérico A
en un ojo de un sujeto. El método comprende administrar al ojo del sujeto una composicién que comprende una
cantidad eficaz de ARN de interferencia tal como ARNip bicatenario (bc) o ARNip monocatenario (mc) que tiene una
longitud de 19 a 49 nucledtidos y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El ARNip bicatenario comprende una secuencia de nucleétidos sentido, una secuencia de nucleétidos antisentido y
una regién de complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucledtidos. Ademas, la
secuencia antisentido se hibrida en condiciones fisiolégicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 que son secuencias sentido de ADN que codifican para SAA1, SAA2 y SAA4,
respectivamente (n.° de referencia de GenBank NM_000331, BC020795 y NM_006512) y tiene una regién de
complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucleétidos con la parte hibridante de ARNm
que corresponde a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3, respectivamente. La administracién de una
composicion de este tipo atenta la expresion de ARNm de amiloide sérico A del ojo del sujeto.

Cuando el ARN de interferencia es monocatenario, el ARN de interferencia comprende una secuencia de
nucledtidos que tiene una region de complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucleétidos
con una parte hibridante de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3.

En una realizacion de la invencién, el ARNip antisentido esta disefiado para dirigirse a una secuencia de nucleétidos
de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 que comienza en el nucleétido 230, 357, 362, 380, 447, 470, 527, 531,
548 6 557. En otra realizacién de la invencion, la secuencia antisentido esta disefiada para dirigirse a una secuencia
de nucledtidos de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comienza en el nucleétido 43, 170, 175, 193, 260,
283, 339 6 370. En una realizacion adicional de la invencién, la secuencia antisentido esta disefiada para dirigirse a
una secuencia de nucledtidos de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comienza en el nucledtido 252, 271,
276, 325 6 343. Aun en una realizaciéon adicional de la invencién, la secuencia antisentido esta disefiada para
dirigirse a una secuencia de nucledtidos de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 3 que comienza en el nucleétido
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153, 166, 222, 227, 251, 268, 297, 335, 356, 384, 390, 396, 406 6 423.

Se da a conocer adicionalmente en el presente documento un método de tratamiento de un glaucoma asociado a
amiloide sérico A en un sujeto que lo necesita. El método comprende administrar al ojo del sujeto una composicién
que comprende una cantidad eficaz de ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, comprendiendo el ARN de interferencia una secuencia de nucleétidos
sentido, una secuencia de nucledtidos antisentido y una regiéon de complementariedad contigua al menos casi
perfecta de al menos 19 nucledtidos. La secuencia antisentido se hibrida en condiciones fisiolégicas con una parte
del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3, y tiene una regién de
complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucledtidos con la parte hibridante de ARNm
que corresponde a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3, respectivamente. De ese modo, se trata el
glaucoma asociado a amiloide sérico A.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 proporciona un andlisis de QPCR de la razén de ARNm de SAA2/ARNr 18s para examinar el efecto de
ARNip sobre ARNm de SAA endégeno en células de malla trabecular normales NTM 765 transfectadas con ARNip
SMARTPOOL® que se dirige a ARNm de SAA. Se transfectaron las células de malla trabecular con 100 nM del
ARNip usando reactivo Dharmafect n.° 1 a tres concentraciones diferentes durante 24 h: Con: control; Tratam 1:

tratamiento 1 a 0,05 pl/pocillo de 100 ul; Tratam 2: tratamiento 2 a 0,2 ul/pocillo de 100 wl; Tratam 3: tratamiento 3 a
0,4 ul/pocillo de 100 ul.

La figura 2 proporciona un andlisis de QPCR de la razén de ARNm de SAA2/ARNr 18s para examinar el efecto de
ARNip sobre ARNm de SAA enddgeno en células de malla trabecular glaucomatosas GTM686 transfectadas con
ARNip SMARTPOOL® que se dirige a ARNm de SAA. Se transfectaron las células de malla trabecular con 100 nM
del ARNip usando reactivo Dharmafect n.° 1 a tres concentraciones diferentes durante 24 h: Con: control; Tratam 1:
tratamiento 1 a 0,05 ul/pocillo de 100 ul; Tratam 2: tratamiento 2 a 0,2 ul/pocillo de 100 wl; Tratam 3: tratamiento 3 a
0,4 w/pocillo de 100 yl. *: p<0,05 frente a tanto el control como el tratamiento 1 mediante ANOVA de una via, luego
prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls.

La figura 3 proporciona monitorizacién electrénica en tiempo real (RE-CES™) del efecto del tratamiento con ARNip
de SAA sobre el crecimiento y la morfologia de células de malla trabecular normales (NTM 765-04) y glaucomatosas
(GTM 686-03). Se transfectaron las células con 100 nM de ARNip SMARTPOOL® que se dirige a ARNm de SAA
usando reactivo Dharmafect n.° 1 a tres concentraciones diferentes durante 48 h: T1: 0,05 ul/pocillo de 100 ul; T2:
0,2 ul/pocillo de 100 wl; T3: 0,4 w/pocillo de 100 wl.

La figura 4 proporciona los resultados de un ensayo ELISA para el nivel de proteina de SAA enddgena en lisados de
células de malla trabecular normales NTM765 tratadas con ARNip. Se transfectaron las células con 100 nM de
ARNip SMARTPOOL® de SAA que se diige a ARNm de SAA usando reactivo Dharmafect n° 1 a tres
concentraciones diferentes durante 48 h: Tratam 1: tratamiento 1 a 0,05 pl/pocillo de 100 l; Tratam 2: tratamiento 2
a 0,2 ulipocillo de 100 ul; Tratam 3: tratamiento 3 a 0,4 pl/pocillo de 100 pl.

La figura 5 proporciona los resultados de un ensayo ELISA para el nivel de proteina de SAA enddgena en lisados de
células de malla trabecular glaucomatosas GTM686 tratadas con ARNip. Se transfectaron las células con 100 nM de
ARNip SMARTPOOL® de SAA que se diige a ARNm de SAA usando reactivo Dharmafect n° 1 a tres
concentraciones diferentes durante 48 h: Tratam 1: tratamiento 1 a 0,05 ul/pocillo de 100 wl; Tratam 2: tratamiento 2
a 0,2 ul/pocillo de 100 ul; Tratam 3: tratamiento 3 a 0,4 ul/pocillo de 100 ul. *: p<0,05; **: p<0,01 frente al control
mediante ANOVA luego prueba de comparaciones multiples de Bonferroni.

Descripcion detallada de la invencion

La interferencia por ARN, denominada “IARN”, es un método para reducir la expresion de un gen diana que se
efectia mediante moléculas de ARN pequeiio mono o bicatenario. Los ARN de interferencia incluyen ARN de
interferencia pequefios, o bien bicatenarios o bien monocatenarios (ARNip bc o ARNip mc), microARN (miARN),
ARN en horquilla pequeiios (ARNhp) y otros. Sin querer restringirse a la teoria, la interferencia por ARN parece
producirse in vivo con la escision de precursores de ARNbc para dar ARN pequefios de aproximadamente 20 a 25
nucledtidos de longitud. La escision se logra mediante ARNasa [lI-ARN helicasa Dicer. La hebra “sentido” de un
ARNip, es decir, la hebra que tiene exactamente la misma secuencia que una secuencia de ARNm diana, se elimina,
dejando la hebra “antisentido” que es complementaria al ARNm diana que funciona reduciendo la expresion del
ARNm. La hebra antisentido del ARNip parece guiar un complejo proteico conocido como RISC (complejo de
silenciamiento inducido por ARN) al ARNm, complejo que entonces escinde el ARNm mediante la proteina
Argonauta del RISC, reduciendo de ese modo la produccién mediante ese ARNm. Los ARN de interferencia son
cataliticos y la reduccion de la expresion del ARNm puede lograrse con cantidades subestequiométricas de ARN de
interferencia en relacién con ARNm. La reduccién en la expresion de ARNm también puede producirse mediante
mecanismos transcripcionales y traduccionales.

La presente invencion se refiere al uso de ARN de interferencia para la inhibicién de la expresién de amiloide sérico
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A (SAA) en trastornos oculares. Segun la presente invencién, ARNip proporcionados de manera exégena efectdan el
silenciamiento de ARNm de SAA de estructuras oculares. Los presentes inventores han mostrado previamente que
la expresion de ARNm y proteina de amiloide sérico A (SAA) estan significativamente regulados por incremento en
células y tejidos de MT glaucomatosa (solicitud de patente estadounidense pendiente USSN 60/530.430, titulada
“Uso del gen de amiloide sérico A en el diagnéstico y tratamiento de glaucoma e identificacion de agentes
antiglaucoma” presentada el 17 de diciembre de 2003. Los presentes inventores han verificado la expresién de
ARNm diferencial observada usando chips génicos Affymetrix mediante reacciéon en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real (QPCR) y el aumento de los niveles de proteina de SAA mediante ELISA de SAA
(solicitud de patente estadounidense pendiente mencionada anteriormente).

Las secuencias de acido nucleico mencionadas en el presente documento estan escritas en la direccion de 5 a 3’ a
menos que se indique lo contrario. El término “acido nucleico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere
a bien ADN o bien ARN o una forma modificada de los mismos que comprende las bases de purina o pirimidina
presentes en el ADN (adenina “A,” citosina “C,” guanina “G,” timina “T”) o en el ARN (adenina “A,” citosina “C,”
guanina “G,” uracilo “U”). Los ARN de interferencia proporcionados en el presente documento pueden comprender
bases de “T”, particularmente en los extremos 3, aun cuando las bases de “T” no se producen de manera natural en
el ARN. “Acido nucleico” incluye los términos “oligonucleétido” y “polinucleétido” y puede referirse a una molécula
monocatenaria o una molécula bicatenaria. Una molécula bicatenaria se forma mediante apareamiento de bases de
Watson-Crick entre bases de Ay T, bases de C y G, y bases de A y U. Las hebras de una molécula bicatenaria
pueden tener complementariedad parcial, sustancial o completa entre si y formaran un duplex hibrido, cuya fuerza
de unién depende de la naturaleza y el grado de complementariedad de la secuencia de bases. Una secuencia de
ARNm se determina facilmente conociendo la secuencia de ADN de la hebra sentido o antisentido que codifica para
el mismo. Por ejemplo, SEQ ID NO: 1 proporciona la secuencia de ADN de la hebra sentido que corresponde al
ARNmM para amiloide sérico A1. La secuencia de ARNm es idéntica a la secuencia de la hebra sentido de ADN con
las bases de “T” sustituidas por residuos de “U”. Por tanto, la secuencia de ARNm de amiloide sérico A1 se conoce a
partir de SEQ ID NO: 1, la secuencia de ARNm de amiloide sérico A2 se conoce a partir de SEQ ID NO: 2 y la
secuencia de ARNm de amiloide sérico A4 se conoce a partir de SEQ ID NO: 3.

ARNm de amiloide sérico A: El amiloide sérico A humano comprende un ndmero de apolipoproteinas pequenas,
expresadas de manera diferencial codificadas por genes ubicados en el brazo corto del cromosoma 11. Hay cuatro
isoformas de SAA. La base de datos GenBank del National Center for Biotechnology Information en ncbi.nlm.nih.gov
proporciona la secuencia de ADN correspondiente para el ARN mensajero de amiloide sérico A1 como namero de
referencia NM_000331, proporcionada a continuacién como SEQ ID NO: 1. La secuencia codificante para amiloide
sérico A1 es desde los nucledtidos 225-593.

SAA1: SEQID NO: 1:

1 aaggctcagt

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

cagcacagat
cttteccaac
taccattctg
gectggtttt
gcgaggettt
attacatcgg
gacctgggygg
tctttggeca
gtggcaaaga
ctteactetyg
gagagggtac
aa

ataaatagca
caggtgagga
aagattatca
aaggtgtctt
ctgctecttg
tgatggggcet
ctcagacaaa
tgecectggget
tggtgcggag
ccecaatcac
ctcteaggag
acaatgggta

gecaccgcete
gcacaccaag
tttectttaa
atctcctctg
gtcectgggtg
cgggacatgt
tacttcecatg
gcagaagtga
gactecgetgg
ttccgacctyg
atctggetgt
tctaataaat

cctggcaggce
gagtgatttt
aaaaaatagt
atctagagag
tcagcagccg
ggagagcceta
ctcgggggaa
tcagcgatgce
ctgatcaggce
ctggectgee
gaggcecctca
acttaagagg

agggaccegce
taaaacttac

tatectggyg
caccatgaag
aagettettt
ctctgacatg
ctatgatgct
cagagagaat
tgccaatgaa
tgagaaatac

gggcagggat
tggaaaaaaa

agctcagceta
tctgttttet
catacagceca
cttctcacgyg
tcgtteocttyg
agagaagcca
gccaaaaggg
atccagagat
tggggcagga
tgagcttect
acaaageggg
aaaaaaaaaa

Equivalentes de la secuencia de ARNm de SAA1 mencionada anteriormente son formas de corte y empalme
alternativo, formas alélicas o un andlogo de la misma. Un andlogo es un ARNm de amiloide sérico A1 de otra
especie de mamifero que es homélogo a SEQ ID NO: 1. Secuencias de acido nucleico de SAA1 relacionadas con
SEQ ID NO: 1 son las que tienen los nimeros de registro de GenBank NM_009117 (de ratén), NM_199161 (una
variante de transcrito humano 2), BC007022.1, BG533276.1, BG567902.1, BQ691948.1, CD102084.1, M10906.1,
M23698.1, X51439.1, X51441.1, X51442.1, X51443.1 y X56652.1.

La base de datos GenBank proporciona la secuencia de ADN correspondiente para el ARN mensajero de amiloide
sérico A2 como numero de referencia NM_ BC020795, proporcionada a continuacion como SEQ ID NO: 2. La
secuencia codificante para amiloide sérico A2 es desde los nucledtidos 38-406.

SAA2: SEQ ID NO: 2
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1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541

agggacccgce
tttetgetcee
ttttgatgag
cggetcagac
gggtgcetgyg

ccatggtgcg
agaccccaat

ctgctoteag
tatgtccaga
aaaaaaaaaa

agctcagcta
ttggteetga
getegggaca
aaatacttcc
gccgeagaag
gaggactcgc
cacttccegac
gagacctgge
gaagctgaga
aaaaaaaaaa
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cagcacagat
gtgtcageag
tgtggagage
atgctcggog
tgatcagcaa
tggccgatca
ctgectggecet
tatgaggccec
tatggcatat
aaaaaaaaaa

cagcaccatg
ccgaagette
ctactectgac
gaactatgat
tgccagagag
ggctgccaat
gcctgagaaa
teggggeagy
aataggcatc

aagecttetea
tttteogttee
atgagagaag
gctgccaaaa
aatatccaga
aaatggggca
tactgagcett
gatacaaagt
taataaatgc

cgggectggt
ttggcgaggce
ccaattacat
ggggacctgg
gactcacagg
ggagtggcag
cctectteact
tagtgaggtc
ttaagaggtc

Equivalentes de la secuencia de ARNm de SAA2 mencionada anteriormente son formas de corte y empalme
alternativo, formas alélicas o un anadlogo de la misma. Un analogo es un ARNm de amiloide sérico A2 de otra
especie de mamifero que es homdlogo a SEQ ID NO: 2. Secuencias de acido nucleico de SAA2 relacionadas con
SEQ ID NO: 2 son las que tienen los numeros de registro de GenBank NM_030754 (humano) BC058008.1,
J03474.1, L05921.1, M23699.1, M23700.1, M26152.1, X51440.1, X51444.1, X51445.1 y X56653.1.

Los productos proteicos de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 (SAA1 y SAA2) se conocen como reactantes de fase
aguda y son similares a la proteina C-reactiva, se regulan por incremento drasticamente mediante citocinas
proinflamatorias. Las proteinas de SAA1 y SAA2 son idénticas al 93,5% al nivel de amino4cidos y los genes son
idénticos al 96,7% al nivel de nucleétidos.

La base de datos GenBank proporciona la secuencia de ADN correspondiente para el ARN mensajero de amiloide
sérico A4 como niimero de referencia NM_006512, proporcionada a continuacién como SEQ ID NO: 3. La secuencia

codificante para amiloide sérico A4 es desde los nucleétidos 76 - 468.

SAA4: SEQID NO: 3

1
61
121
181
241
301
361
421
4181
541

tatagctcca
aaggtecaca
gtcaccagtyg
ggcagagect
gctcggggaa
atcageccgtt
agcactgtat
aaagacoccy
tctgetetea
ggtcactgag

cggccagaag
gcacaatgag
aaagctggcg
attgggacat
actatgatgc
ccagggtcta
tggaggactc
accgettcag
gggaaactgg
ctttgtgtce

ataccagcag
gettttcaca
ttegttttte
aatgatatcc
tgccecaaaga
tcttcaggga
gaagtccaac
acctgacggce
gctgtgagcec
ccaggaactg

ctctgecttt
ggcattgttt
aaggaggcte
aatcaccaaa
ggacctgggyg
ttaatagact
gagaaagctyg
ctgcectaaga
acacacttct
gtatagggca

actgaaattt
tctgetectt
tccaaggggt
attcaaacag
gtgtctgggce
actatttatt
aggaatgggg
aatactgagce
cgecccagac
cctagaggtyg

cagctggaga
ggtcatggga

tggggacatg
atatctctat

tgctaaactc
tggaaacagc
ccggagtgge
ttcetgetee
agggacacag
ttcaataaat

601 gtttgtcaaa ttga

SAA4 es un gen expresado de manera constitutiva a bajo nivel. Equivalentes de la secuencia de ARNm de SAA4
mencionada anteriormente son formas de corte y empalme alternativo, formas alélicas o un analogo de la misma. Un
analogo es un ARNm de amiloide sérico A4 de otra especie de mamifero que es homélogo a SEQ ID NO: 3.
Secuencias de acido nucleico de SAA4 relacionadas con SEQ ID NO: 3 son las que tienen los nimeros de registro

de GenBank BC007026, M81349.1 y S48983.1.

Atenuacion de la expresién de un ARNm: La expresién “atenuacion de la expresion de un ARNm”, tal como se usa
en el presente documento, significa administrar una cantidad de ARN de interferencia para efectuar una reduccion
de los niveles totales de transcrito de ARNm de un gen diana en una célula, disminuyendo de ese modo la
traduccion del ARNm para dar proteina en comparacién con un ARN contral que tiene una secuencia desordenada.
La reduccion en la expresion del ARNm se denomina cominmente “disminucién” del ARNm. Se contempla en las
realizaciones en el presente documento la disminucién de la expresién de una cantidad incluyendo y entre el 50% y
el 100%. Sin embargo, no es necesario que se logren tales niveles de disminucién para los fines de la presente
invencion. Ademas, dos conjuntos de ARN de interferencia pueden ser ligeramente eficaces en la disminucion
individualmente, sin embargo, cuando se administran juntos pueden ser significativamente mas eficaces. En una
realizacién, un ARNip bc individual es eficaz en la disminucién en hasta un 70%. En otra realizacién, dos o mas
ARNip bc son eficaces juntos en la disminucién en hasta un 70%.

La disminucién se mide cominmente determinando los niveles de ARNm mediante amplificacion por reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) o determinando los niveles de proteina mediante inmunotransferencia
de tipo Western o ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). El andlisis del nivel de proteina proporciona
una evaluacién de tanto la degradacién del ARNm por el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) asi
como de la inhibicién de la traduccién. Técnicas adicionales para medir la disminucién incluyen hibridaciéon de ARN
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en solucién, proteccion de nucleasas, hibridacion de tipo Northern, transcripcidn inversa, monitorizacion de la
expresion génica con una micromatriz, unién a anticuerpos, radioinmunoensayo y anélisis de células activadas por
fluorescencia.

La inhibicion de SAA también se deduce en un ser humano o mamifero observando una mejora en un sintoma de
glaucoma tal como mejora en la presién intraocular, mejora en la pérdida de campo visual 0 mejora en los cambios
de la cabeza del nervio éptico, por ejemplo.

El ARN de interferencia de realizaciones de la invencion actia de una manera catalitica, es decir, el ARN de
interferencia puede efectuar la inhibicién del ARNm diana en cantidades subestequiométricas. En comparacién con
terapias antisentido, se requiere significativamente menos ARN de interferencia para proporcionar un efecto
terapéutico.

ARN de interferencia bicatenario: El ARN de interferencia bicatenario (también referido como ARNip bc), tal como se
usa en el presente documento, tiene una secuencia de nucleétidos sentido y una secuencia de nucleétidos
antisentido, comprendiendo la secuencia sentido y antisentido una regién de complementariedad contigua al menos
casi perfecta de al menos 19 nucledtidos. La longitud del ARN de interferencia comprende de 19 a 49 nucledtidos, y
puede comprender una longitud de 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 6 49 nucledtidos. La secuencia antisentido del ARNip bc se hibrida en condiciones
fisiolégicas con una parte de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 y tiene una regién de
complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucleétidos con la parte hibridante de SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3, respectivamente.

La hebra antisentido del ARNip es el agente de guia activo del ARNip porque la hebra antisentido se une a un
complejo RISC dentro de una célula, y gufa al complejo unido para unirse con especificidad al ARNm en una
secuencia complementaria a la secuencia del ARN antisentido, permitiendo de ese modo la escision posterior del
ARNm por el complejo unido.

Se proporcionan técnicas para seleccionar secuencias diana para ARNip por Tuschl, T. et al, “The ARNip User
Guide”, revisado el 6 de mayo de 2004, disponible en el sitio web de la Rockefeller University, por Technical Bulletin
n.° 506, “ARNip Design Guidelines”, Ambion Inc. en el sitio web de Ambion, por el sitio web de Invitrogen usando
parametros de busqueda de min. el 35%, max. el 55% de contenido en G/C, y por el sitio web de Dharmacon. La
secuencia diana puede ubicarse en la regién codificante o una regién no traducida en 5’ 0 3’ del ARNm.

Una realizacion de una secuencia diana de ADN para SAA1 se presenta en los nucleétidos 531 a 549 de SEQ ID
NO: 1:

5-TGGGGCAGGAGTGGCAAAG-3 SEQID NO: 4.

Un ARNip bicatenario de la invencion para dirigirse a una secuencia de ARNm correspondiente de SEQ ID NO: 4 y
que tiene una proyeccién UU en 3’ en cada hebra es:

5-UGGGGCAGGAGUGGCAAAGUU-3’ SEQID NO: 5
3-UUACCCCGUCCUCACCGUUUC-5 SEQ D NO: 6.

La proyeccién en 3' puede tener un nimero de residuos de “U”, por ejemplo, un nimero de residuos de “U” entre e
incluyendo 2, 3, 4, 5 y 6. El extremo 5 puede tener también una proyeccién en 5’ de nucleétidos. Un ARNip
bicatenario de la invencién para dirigirse a una secuencia de ARNm correspondiente de SEQ ID NO: 4 y que tiene
una proyeccion TT en 3’ en cada hebra es:

5-UGGGGCAGGAGUGGCAAAGTT-3’ SEQID NO: 7
3-TTACCCCGUCCUCACCGUUUC-5’ SEQ D NO: 8.

Las hebras de un ARNip bicatenario pueden estar conectadas mediante un bucle en horquilla formando un ARNip
monocatenario tal como sigue:

5- UGGGGCAGGAGUGGCAAAGUUNNN
N
3’ - UUACCCCGUCCUCACCGUUUCNNNNN / SEQ ID NO:9.

N es un nucledtido A, T, C, G, U, o una forma modificada conocida por un experto habitual en la técnica. El nimero
de nucledtidos N es un nimero entre e incluyendo 3y 23,05y 15,07y 13,04y 9,09y 11, o el nimero de
nucleétidos N es 9.

La tabla 1 enumera ejemplos de secuencias diana de ADN de SAA de SEQ ID NO: 1, SEQID NO: 2y SEQ ID NO: 3
a partir de las cuales se disefian ARNip de la presente invencion de una manera tal como se expuso anteriormente.

8
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Tabla 1. Secuencias diana de SAA para ARNip

i N.? de nucleétido de | SEQ ID NO:

Secuencia diana de SAA1 comienzo con

referencia a SEQ ID

NQC:1
TGGGGCAGGAGTGGCAAAG 531 4
AGACCCCAATCACTTCCGA 548 10
TATCCAGAGATTCTTTIGGC 470 66

TCAATGGGGCAGGAGTGGC 527 87

N.° de nuciedtido de | SEQ 1D NO:
Secuencia diana de SAA1y SAA2 | comienzo con

en comin referencia a SEQ 1D
NO:1 (y con referenclar
a SEQID NO:2 antre

_ parantesis)
TTACATCGGCTCAGACAAA 362 (175) 11
GCTTCTCACGGGCCTGGTT 230 (43) 2

GCCAATTACATCGGCTCAG 357 (170) 13

| ATACTTCCATGCTCGGGEGG 380 (193) 14
GTGATCAGCAATGCCAGAG 447 (260) 15
TATCCAGAGACTCACAGGC 470 (283) 18
TCACTTCCGACCTGCTGGC 557 (370) 17
Secuencia diana de SAA2 N. de nuclestido de | SEQ ID NO:

comienzo con
refarancia a SEQ ID

NO:2
GAGAGAATATCCAGAGACT 278 18
CGATCAGGCTGCCAATAAA 325 19
CCGCAGAAGTGATCAGCAA 252 20
| TGCCAGAGAGAATATCCAG 271 ' 2%
ATGGGGCAGGAGTGGCAGA 343 22
TAAATGGGGCAGGAGTGGC 340 88
Secuencia diana de SAA4 N.° de nucledtido de | SEQ ID NO:
comienzo con
referencia a SEQ ID
| — NO:3
GGAGGCTCTCCAAGGGGTT 153 23
GGGGTTGGGGACATGGGCA 166 24
TTCAAACAGATATCTCTAT 222 25
ACAGATATCTCTATGCTCG 227 28
ACTATGATGCTGCCCAAAG 251 27
AGAGGACCTGGGGGTGTCT 268 28
ACTCATCAGCCGTICCAGG 297 29
TAGACTACTATTTATITIGG 335 30
ACAGCAGCACTGTATTGGA 356 31
GTCCAACGAGAAAGCTGAG 384 | 32
CGAGAAAGCTGAGGAATGG 390 REX
AGCTGAGGAATGGGGCLGG 396 34
| TGGGGCCGGAGTGGCAAAG 408 35
AGACCCCGACCGCTTCAGA 423 38

Tal como se menciona en los ejemplos anteriores, un experto en la técnica es capaz de usar la informacion de
5 secuencias diana proporcionada en la tabla 1 para disefiar ARN de interferencia que tienen una longitud mas corta o
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mas larga que las secuencias proporcionadas en la tabla 1 haciendo referencia a la posicién de secuencia en SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 y anadiendo o delecionando nucleétidos complementarios o casi
complementarios a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3, respectivamente.

La reaccion de escision del ARN diana guiada por ARNip bc 0 mc es altamente especifica de secuencia. En general,
ARNip que contiene una secuencia de nucleétidos sentido idéntica a una parte del ARNm diana y una parte
antisentido exactamente complementaria a la secuencia sentido del ARNm son realizaciones de ARNip para la
inhibicion del ARNm de SAA. Sin embargo, no se requiere un 100% de complementariedad de secuencia entre la
hebra antisentido del ARNip y el ARNm diana para la puesta en practica de la presente invencién. Por tanto, la
invencion permite variaciones de secuencia que podrian esperarse debido a mutacién genética, polimorfismo de
cepas o divergencia evolutiva. Por ejemplo, secuencias de ARNip con inserciones, deleciones o mutaciones de
punto Gnico en relacion con la secuencia diana son eficaces para la inhibicién.

En determinadas realizaciones de la invencion, la secuencia antisentido comprende CUUUGCCACUCCUGCCCCA
(SEQ ID NO: 37) o UCGGAAGUGAUUGGGGUCU (SEQ ID NO: 38) y la secuencia antisentido se hibrida con una
parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1.

En realizaciones adicionales de la invencion, la secuencia antisentido comprende UUUGUCUGAGCCGAUGUAA
(SEQ ID NO: 39), AACCAGGCCCGUGAGAAGC (SEQ ID NO: 40), CUGAGCCGAUGUAAUUGGC (SEQ ID NO:
41), CCCCCGAGCAUGGAAGUAU (SEQ ID NO: 42), CUCUGGCAUUGCUGAUCAC (SEQ ID NO: 43),
GCCUGUGAGUCUCUGGAUA (SEQ ID NO: 44), GCCACUCCUGCCCCAUUUA (SEQ ID NO: 45),
GCCAGCAGGUCGGAAGUGA (SEQ ID NO: 46), y la secuencia antisentido se hibrida con una parte del ARNm que
corresponde a SEQ ID NO: 1 o una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2.

En otra realizacién de la invencion, la secuencia antisentido comprende AGUCUCUGGAUAUUCUCUC (SEQ ID NO:
47), UUUAUUGGCAGCCUGAUCG (SEQ ID NO: 48), UUGCUGAUCACUUCUGCGG (SEQ ID NO: 49),
CUGGAUAUUCUCUCUGGCA (SEQ ID NO: 50), UCUGCCACUCCUGCCCCAU (SEQ ID NO: 51) o
GCCACUCCUGCCCCAUUUA (SEQ ID NO: 69) y la secuencia antisentido se hibrida con una parte del ARNm que
corresponde a SEQ ID NO: 2.

El método mencionado anteriormente incluye realizaciones en las que la secuencia antisentido comprende
AACCCCUUGGAGAGCCUCC (SEQ ID NO: 52), UGCCCAUGUCCCCAACCCC (SEQ ID NO: 53),
AUAGAGAUAUCUGUUUGAA (SEQ ID NO: 54), CGAGCAUAGAGAUAUCUGU (SEQ ID NO: 55),
CUUUGGGCAGCAUCAUAGU (SEQ ID NO: 56), AGACACCCCCAGGUCCUCU (SEQ ID NO: 57),
CCUGGAACGGCUGAUGAGU (SEQ ID NO: 58), CCAAAUAAAUAGUAGUCUA (SEQ ID NO: 59),
UCCAAUACAGUGCUGCUGU (SEQ ID NO: 60), CUCAGCUUUCUCGUUGGAC (SEQ ID NO: 6t1),
CCAUUCCUCAGCUUUCUCG (SEQ ID NO: 62), CCGGCCCCAUUCCUCAGCU (SEQ ID NO: 63),
CUUUGCCACUCCGGCCCCA (SEQ ID NO: 64) o UCUGAAGCGGUCGGGGUCU (SEQ ID NO: 65), y la secuencia
antisentido se hibrida con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 3.

La secuencia antisentido del ARNip tiene complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19
nucledtidos con la secuencia diana del ARNm. “Casi perfecta”, tal como se usa en el presente documento, significa
que la secuencia antisentido del ARNip es “sustancialmente complementaria a”, y que la secuencia sentido del
ARNip es “sustancialmente idéntica” a al menos una parte del ARNm diana. “Identidad”, tal como se conoce por un
experto habitual en la técnica, es el grado de relacién de secuencia entre secuencias de nucledtidos tal como se
determina haciendo coincidir el orden de nucleétidos entre las secuencias. En una realizacién, ARN antisentido que
tiene el 80% y entre el 80% hasta el 100% de complementariedad con la secuencia de ARNm diana se consideran
complementariedad casi perfecta y pueden usarse en la presente invencion. Complementariedad contigua “perfecta”
es apareamiento estandar de bases de Watson-Crick de pares de bases adyacentes. Complementariedad contigua
“al menos casi perfecta” incluye complementariedad “perfecta” tal como se usa en el presente documento. Se
disefian métodos informaticos para determinar la identidad o complementariedad para proporcionar el mayor grado
de coincidencia de secuencias de nucledtidos, por ejemplo, BLASTP y BLASTN (Altschul, S.F., et al (1990) J. Mol.
Biol. 215:403-410), y FASTA.

La secuencia diana de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3 puede estar en las
regiones no traducidas en 5’ o 3’ del ARNm asi como en la regién codificante del ARNm.

Una o ambas de las hebras del ARN de interferencia bicatenario pueden tener una proyeccién en 3’ de desde 1
hasta 6 nucledtidos que pueden ser ribonucleétidos o desoxirribonucledtidos o una mezcla de los mismos. Los
nucleétidos de la proyeccion no presentan apareamiento de bases. En una realizacién de la invencién, el ARN bc de
interferencia comprende una proyeccion en 3 de TT o UU.

Las hebras sentido y antisentido del ARNip bicatenario pueden estar en una formacién de diplex de dos hebras
Unicas tal como se describié anteriormente o pueden estar en una molécula Unica en la que las regiones de
complementariedad presentan apareamiento de bases y estdn unidas covalentemente mediante una horquilla o un
bucle de modo que se forma una hebra tnica. Se cree que la horquilla se escinde intracelularmente mediante una
proteina denominada Dicer para formar un ARN de interferencia de dos moléculas individuales de ARN con
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apareamiento de bases.

Los ARN de interferencia pueden diferir del ARN que se produce de manera natural mediante la adicién, delecién,
sustitucion o modificacién de uno 0 mas nucleétidos. Puede unirse material no nucleotidico al ARN de interferencia,
o bien en el extremo &', el extremo 3’ o bien de manera interna. Tales modificaciones estan disefiadas cominmente
para aumentar la resistencia a nucleasas de los ARN de interferencia, para mejorar la captacién celular, para
potenciar el direccionamiento celular, para ayudar en el seguimiento del ARN de interferencia o para mejorar
adicionalmente la estabilidad. Por ejemplo, los ARN de interferencia pueden comprender un nucleétido de purina en
los extremos de las proyecciones. La conjugacion de colesterol al extremo 3’ de la hebra sentido de una molécula de
ARNip bc por medio de un ligador de pirrolidina, por ejemplo, también proporciona estabilidad a un ARNip.
Modificaciones adicionales incluyen una molécula de biotina 3 terminal, un péptido que se sabe que tiene
propiedades de penetracion celular, una nanoparticula, un peptidomimético, un colorante fluorescente o un
dendrimero, por ejemplo.

Pueden modificarse nucleétidos en su parte de base, en su parte de azicar o en la parte de fosfato de la molécula y
funcionar en realizaciones de la presente invencion. Las modificaciones incluyen sustituciones con grupos alquilo,
alcoxilo, amino, desaza, halégeno, hidroxilo, tiol o una combinacién de los mismos, por ejemplo. Pueden sustituirse
nucleétidos por analogos con mayor estabilidad tal como el reemplazo de U por 2'desoxi-T, o que tienen una
modificaciéon de azucar tal como un 2°0OH reemplazado por un grupo 2’amino o 2'metilo, grupos 2’metoxietilo, o un
puente metileno de 2'-0, 4'-C, por ejemplo. Los ejemplos de un analogo de purina o pirimidina de nucleétidos
incluyen una xantina, una hipoxantina, una azapurina, una metiltioadenina, 7-desaza-adenosina y nucleétidos O- y
N-modificados. El grupo fosfato del nucleétido puede modificarse sustituyendo uno o mas de los oxigenos del grupo
fosfato por nitrégeno o por azufre (fosforotioatos). Las modificaciones son Utiles para mejorar la funcién, por ejemplo,
para mejorar la estabilidad o permeabilidad, o para la localizacion o el direccionamiento.

Puede haber una region del ARNip antisentido que no sea complementaria a una parte de SEQ ID NO: 1. Las
regiones no complementarias pueden estar en el extremo 3, 5’ 0 ambos de una regién complementaria.

Los ARN de interferencia pueden generarse de manera sintética, generarse mediante transcripcion in vitro, vectores
de expresion de ARNip o casetes de expresion de PCR, por ejemplo. Los ARN de interferencia que funcionan bien
como ARNip transfectados también funcionan bien como ARNip expresados in vivo.

Los ARN de interferencia se sintetizan quimicamente usando fosforoamiditas de ribonucleésidos protegidos y un
sintetizador de ADN/ARN convencional y pueden obtenerse de proveedores comerciales tales como Ambion Inc.
(Austin, Texas), Invitrogen (Carlsbad, CA) o Dharmacon (Lafayette, Colo., EE.UU.), por ejemplo. Los ARN de
interferencia se purifican mediante extraccion con un disolvente o una resina, precipitacion, electroforesis,
cromatografia 0 una combinacion de los mismos, por ejemplo. Alternativamente, el ARN de interferencia puede
usarse con poca, si acaso alguna purificacién para evitar pérdidas debidas al procesamiento de las muestras.

Puede proporcionarse ARN de interferencia a un sujeto mediante expresion a partir de un plasmido recombinante
usando un promotor constitutivo o inducible tal como el promotor de ARN pol [l U6 o H1, el promotor de
citomegalovirus, el promotor de SP6, T3 o T7, conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, el psiRNA™ de
InvivoGen (San Diego, CA) permite la produccién de ARNip dentro de células a partir de un promotor de ARN pol |Il.
El ARN de interferencia expresado a partir de plasmidos recombinantes puede aislarse mediante técnicas
convencionales.

Un vector viral para la expresion de ARN de interferencia puede derivarse de adenovirus, virus adenoasociados,
virus vaccinia, retrovirus (lentivirus, rabdovirus, virus de leucemia murina, por ejemplo), virus del herpes o similares,
usando promotores tal como se mencioné anteriormente, por ejemplo, para plasmidos. La seleccion de vectores
virales, métodos para expresar el ARN de interferencia mediante el vector y métodos de administracién del vector
viral estan dentro de la habilidad habitual del experto en la materia.

También se proporciona la expresion de ARN de interferencia mediante el uso de SILENCER EXPRESS™ (Ambion,
Austin, Texas) mediante casetes de expresién (SEC) con un promotor H1 humano, U6 humano o U6 de ratén
mediante PCR. Los casetes de expresién de silenciador son productos de PCR que incluyen secuencias promotoras
y terminadoras que flanquean un molde de ARNip en horquilla. Tras la transfeccién en células, el ARNip en horquilla
se expresa a partir del producto de PCR e induce silenciamiento especifico.

Hibridacion en condiciones fisiologicas: La “hibridacion” se refiere a una técnica en la que se permite que acidos
nucleicos monocatenarios (ADN o ARN) interaccionen de modo que se formen complejos unidos por puentes de
hidrégeno denominados hibridos mediante los acidos nucleicos con secuencias de bases complementarias o casi
complementarias. Las reacciones de hibridacién son sensibles y selectivas de modo que una secuencia de interés
particular se identifica en muestras en las que estd presente a bajas concentraciones. La especificidad de la
hibridacién (es decir, rigurosidad) se controla por las concentraciones de sal o formamida en las disoluciones de
prehibridacién e hibridacién in vitro, por ejemplo, y por la temperatura de hibridacién, y se conocen bien en la
técnica. En particular, la rigurosidad se aumenta reduciendo la concentracién de sal, aumentando la concentracion
de formamida o elevando la temperatura de hibridacién.
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Por ejemplo, podrian producirse condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente formamida al 50% a de 37°C a
42°C. Podrian producirse condiciones de rigurosidad reducida a aproximadamente formamida a del 35% al 25% a
aproximadamente de 30°C a 35°C. Se proporcionan ejemplos de condiciones de rigurosidad para la hibridacién en
Sambrook, J., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. Los ejemplos adicionales de condiciones de hibridacién rigurosas incluyen NaCl 400 mM, PIPES
40 mM pH 6,4, EDTA 1 mM, 50°C o 70°C durante 12-16 horas seguido por lavado, o hibridacién a 70°C en 1XSSC o
50°C en 1XSSC, formamida al 50% seguido por lavado a 70°C en 0,3XSSC, o hibridacion a 70°C en 4XSSC o 50°C
en 4XSSC, formamida al 50% seguido por lavado a 67°C en 1XSSC. La temperatura para la hibridaciéon es
aproximadamente 5-10°C inferior a la temperatura de fusién (Trm) del hibrido en el que T, se determina para hibridos
entre 19 y 49 pares de bases de longitud usando el siguiente calculo: Tr, °C = 81,5 + 16,6(logio[Na+]) + 0,41 (% de
G+C) - (600/N) en el que N es el niumero de bases en el hibrido, y [Na+] es la concentracién de iones sodio en el
tampdn de hibridacion.

En realizaciones de la presente invencion, una hebra antisentido de un ARN de interferencia que se hibrida con
ARNm de SAA in vitro en condiciones de alta rigurosidad se unird especificamente in vivo en condiciones
fisiolégicas. La identificacion o aislamiento de un &cido nucleico relacionado que no se hibrida con un &cido nucleico
en condiciones altamente rigurosas se lleva a cabo en rigurosidad reducida.

ARN de interferencia monocatenario: Tal como se mencioné anteriormente, los ARN de interferencia funcionan en
uitima instancia como hebras unicas. Se ha encontrado que el ARNip mc efectia silenciamiento del ARNm, aunque
menos eficazmente que el ARN bicatenario. Por tanto, las realizaciones de la presente invencién también
proporcionan la administracion de ARNip mc en el que el ARNip monocatenario se hibrida en condiciones
fisiolégicas con una parte de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3, y tiene una regién de
complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucleétidos con la parte hibridante de SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3, respectivamente. El ARNip mc tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos
como para el ARNip bc mencionado anteriormente. El ARNip mc tiene un fosfato en 5’ o se fosforila in situ o in vivo
en la posicién 5. El término “fosforilado en 5 se usa para describir, por ejemplo, polinucleétidos o oligonucleétidos
que tienen un grupo fosfato unido mediante un enlace éster al hidroxilo C5 del azticar en 5 (por ejemplo, la ribosa o
desoxirribosa en 5', 0 un anélogo de la misma). EI ARNip mc puede tener un grupo mono-, di- o trifosfato.

Los ARNip mc se sintetizan quimicamente o mediante vectores como para ARNip bc. Los grupos fosfato en 5
pueden afadirse mediante una cinasa, o un fosfato en 5’ puede ser el resultado de escisién por nucleasas de un
ARN. La administracion es como para ARNip bc. En una realizacién, los ARNip mc que tienen extremos protegidos y
modificaciones resistentes a nucleasas se administran para el silenciamiento. EI ARNip mc puede secarse para su
almacenamiento o disolverse en una disolucién acuosa. La disolucién puede contener tampones o sales para inhibir
la hibridacién o para la estabilizacion. - -

ARN de interferencia en horquilla: Un ARN de interferencia en horquilla es monocatenario y contiene la secuencia
tanto sentido como antisentido dentro de una hebra. Para su expresidn mediante un vector de ADN, los
oligonucleédtidos de ADN correspondientes de al menos 19 nucleétidos que corresponden a la secuencia de ARNip
sentido se unen a su secuencia antisentido complementaria inversa mediante un espaciador corto. Si es necesario
para el vector de expresion elegido, pueden anadirse T terminales en 3' y nucleétidos que forman sitios de
restriccion. El transcrito de ARN resultante se pliega hacia atrds sobre si mismo formando una estructura de tallo-
bucle.

Modo de administracion: El ARN de interferencia puede administrarse directamente al ojo mediante inyeccién en el
tejido ocular tal como inyecciones perioculares, conjuntivales, subtenonianas, intracamerales, intravitreas,
subretinianas, retrobulbares o intracanaliculares; mediante aplicacién directa al ojo usando un catéter u otro
dispositivo de colocacién tal como un granulo retiniano, inserto intraocular, supositorio o un implante que comprende
un material poroso, no poroso o gelatinoso; mediante gotas oculares tépicas o pomadas; mediante un dispositivo de
liberacién lenta en el fondo de saco o implantado adyacente a la esclerédtica (transescleral) o dentro del ojo. La
inyeccion intracameral puede ser a través de la cérnea en la cdmara anterior para permitir que al agente alcance la
malla trabecular. La inyeccidn intracanalicular puede ser en los canales colectores venosos que drenan el canal de
Schlemm o en el canal de Schiemm.

Sujeto: Un sujeto que necesita tratamiento para glaucoma o que corre el riesgo de desarrollar glaucoma es un ser
humano u otro mamifero que tiene una afeccién o corre el riesgo de tener glaucoma asociado con la expresion o
actividad de SAA, es decir, un glaucoma asociado a SAA. Las estructuras oculares asociadas con tales trastornos
pueden incluir la retina, coroides, cristalino, cérnea, malla trabecular, iris, nervio éptico, cabeza del nervio 6ptico,
esclerdtica, camara acuosa, camara vitrea o cuerpo ciliar, por ejemplo.

Formulaciones y dosificacion: Las formulaciones farmacéuticas comprenden un ARN de interferencia, o sal del
mismo, de la invencién hasta el 99% en peso mezclado con un medio de vehiculo oftalmico fisiolégicamente
aceptable tal como agua, tampodn, solucién salina, glicina, acido hialurénico, manitol y similares.

Los ARN de interferencia de la presente invencién se administran como disoluciones, suspensiones 0 emuisiones.
Los siguientes son ejemplos de posibles formulaciones realizadas por esta invencion.
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ARN de interferencia

Cantidad en % en peso

hasta el 99; 0,1-99; 0,1 - 50; 0,5 - 10,0

Hidroxipropilmetilcelulosa 0,5
Cloruro de sodio 08
Cloruro de benzalconio 0,01

EDTA 0,01
NaOQOH/HCI cs.pH7,4
Agua purificada ¢.s. 100 mi

ARN de interferencia

Solucidn salina tamponada con fosfato
Cloruro de benzalconio

Polisorbato 80

Agua purificada

Cantidad en % en peso

hasta el 99; 0,1-99; 0,1 - 50; 0,5 - 10,0
1,0

0,01

0,5

c.s. hasta el 100%

ARN de interferencia

Fosfato de sodio monobasico

Fosfato de sodio dibasico (anhidro)
Cloruro de sodio

EDTA de disodio

Cremophor EL

Cloruro de benzalconio

HCI y/o NaOH

Agua purificada

hasta el 99; 0,1-99; 0,1 - 50; 0,5 - 10,0
0,05

Cantidad en % en peso

0,15

0,75

0,05

0,1

0,01

pH 7,3-7,4

c.s. hasta el 100%

ARN de interferencia
Solucién salina tamponada con fosfato
Hidroxipropil-8-ciclodextrina

Agua purificada

Cantidad en % en peso

hasta el 99; 0,1-99; 0,1 - 50; 0,5 - 10,0
1,0

4,0

c.s. hasta el 100%

Generalmente, una cantidad eficaz del ARN de interferencia de realizaciones de la invencion comprende una
concentracion intercelular en o cerca del sitio ocular de desde 200 pM hasta 100 nM, o desde 1 nM hasta 50 nM, o
desde 5 nM hasta aproximadamente 25 nM. Las composiciones tépicas se administran a la superficie del ojo de una
a cuatro veces al dia segin el criterio de rutina de un médico experto. El pH de la formulacién es de

aproximadamente pH 4-9, o de pH 4,5 a pH 7,4.
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Mientras que el régimen preciso se deja a la discrecién del médico, el ARN de interferencia puede administrarse
colocando una gota en cada ojo de una a cuatro veces al dia, o como indique el médico. Una cantidad eficaz de una
formulacion puede depender de factores tales como la edad, la raza y el sexo del sujeto, o la gravedad del
glaucoma, por ejemplo. En una realizacién, el ARN de interferencia se administra por via tépica al ojo y alcanza la
malla trabecular, la retina o la cabeza del nervio éptico a una dosis terapéutica mejorando de ese modo un proceso
patolégico asociado a SAA.

Vehiculos aceptables: Un vehiculo oftalmolégicamente aceptable se refiere a los vehiculos que provocan como
maximo de poca nada ninguna irritacién ocular, proporcionan una conservacién adecuada si es necesario y
administran uno o mas ARN de interferencia de la presente invencién en una dosificacién homogénea. Un vehiculo
aceptable para la administracion de ARN de interferencia de realizaciones de la presente invencién incluye el
reactivo de transfeccién de ARNip Mirus TransIT®-TKO (Mirus Corporation, Madison, Wisconsin), LIPOFECTIN®,
lipofectamina, OLIGOFECTAMINE™ (Invitrogen, Carlsbad, CA), CELLFECTIN®, DHARMAFECT™ (Dharmacon,
Chicago, IL) o policationes tales como polilisina, liposomas o agentes liposolubles tales como colesterol. Los
liposomas se forman a partir de lipidos formadores de vesiculas convencionales y un esterol, tal como colesteral, y
pueden incluir una molécula de direccionamiento tal como un anticuerpo monoclonal que tiene afinidad de unién por
antigenos de superficie de células endoteliales, por ejemplo. Ademas, los liposomas pueden ser liposomas
pegilados.

Para administracién oftalmica, un ARN de interferencia puede combinarse con conservantes, codisolventes,
tensioactivos, potenciadores de la viscosidad, potenciadores de la penetracién, tampones, cloruro de sodio o agua
oftalmolégicamente aceptables para formar una suspension o disolucion oftalmica acuosa, estéril. Las formulaciones
de disolucién oftalmica pueden prepararse disolviendo el inhibidor en un tampén acuoso isoténico fisiolégicamente
aceptable. Ademas, la disolucion oftalmica puede incluir un tensioactivo oftalmolégicamente aceptable para ayudar
en la disolucién del inhibidor. Los agentes de generacién de viscosidad, tales como hidroximetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, metilcelulosa, polivinilpirrolidona o similares, pueden afiadirse a las composiciones de la presente
invencidn para mejorar la retencién del compuesto.

Con el fin de preparar una formulacién de pomada oftalmica estéril, el ARN de interferencia se combina con un
conservante en un vehiculo apropiado, tal como aceite mineral, lanolina liquida o vaselina blanca. Las formulaciones
de gel oftalmico estéril pueden prepararse suspendiendo el ARN de interferencia en una base hidréfila preparada a
partir de la combinacién de, por ejemplo, CARBOPOL®-940 (BF Goodrich, Charlotte, NC), o similares, segun
métodos conocidos en la técnica para otras formulaciones oftalmicas. Puede usarse VISCOAT® (Alcon Laboratories,
Inc., Fort Worth, TX) para inyeccién intraocular, por ejemplo. Otras composiciones de la presente invencién pueden
contener agentes potenciadores de la penetracion tales como cremophor y TWEEN® 80 (monolaurato de
polioxietilensorbitano, Sigma Aldrich, St. Louis, MO), en el caso de que el ARN de interferencia sea menos
penetrante en el gjo.

Kits: Las realizaciones de la presente invencién proporcionan un kit que incluye reactivos para atenuar la expresion
de un ARNm de SAA en una célula. El kit contiene un molde ADN que tiene dos promotores diferentes tales como
un promotor de T7, un promotor de T3 o un promotor de SP6, cada uno operativamente unido a una secuencia de
nucleétidos que codifica para dos ARN monocatenarios complementarios que corresponden a un ARN de
interferencia. El ARN se transcribe a partir del molde de ADN y se hibrida para formar un ARN bicatenario eficaz
para atenuar la expresion del ARNm diana. El kit contiene opcionalmente cebadores de amplificacién para amplificar
la secuencia de ADN del molde de ADN y nucledtidos trifosfato (es decir, ATP, GTP, CTP y UTP) para sintetizar el
ARN. Opcionalmente, el kit contiene dos ARN polimerasas, pudiendo cada una unirse a un promotor en el molde de
ADN vy efectuar la transcripcion de la secuencia de nucledtidos a la que el promotor esta operativamente unido, una
columna de purificacion para purificar ARN monocatenario, tal como una columna de exclusién molecular, uno o mas
tampones, por ejemplo, un tampén para hibridar ARN monocatenarios para producir ARN bicatenario, y ARNasa A o
ARNasa T para purificar el ARN bicatenario.

La capacidad del ARN de interferencia de SAA para disminuir los niveles de la expresién enddgena de SAA en, por
ejemplo, células de malla trabecular (MT) humana se lleva a cabo como sigue. La transfeccion de una linea celular
de MT humana transformada designada GTM3 o HTM-3 (véase Pang, LH. et al., 1994. Curr. Eye Res. 13:51-63) se
logra usando concentraciones in vitro convencionales de ARN de interferencia de SAA (100 nM) tal como se
menciona en el presente documento y LIPOFECTAMINE™ 2000 (Invitrogen, Carlsbad, California) a una razén de
1:1 (p/v). Se usan como controles ARNip desordenados y de lamina A/C (Dharmacon).

Se usan cebadores directo e inverso TAQMAN® de QPCR y un conjunto de sondas que abarcan el sitio diana para
evaluar el grado de escision del ARNm. Tales conjuntos de cebadores/sondas pueden sintetizarse por ABI (Applied
Biosystems, Foster City, CA), por ejemplo.

Para reducir la posibilidad de efectos no especificos, fuera de diana, se determina la concentracién de ARNip mas
baja posible para inhibir la expresion de ARNm de SAA para un ARNip. Se evalua la disminucién de ARNm de SAA
mediante amplificaciéon por QPCR usando un conjunto apropiado de cebadores/sondas. Se observa una respuesta a
la dosis de ARNip de SAA en células GTMS tras 24 horas de tratamiento con un intervalo de dosis de 0, 1, 3, 10, 30
y 100 nM de ARNip, por ejemplo. Se ajustan los datos usando el software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software,
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Inc., San Diego, CA) con una pendiente variable, algoritmo de respuesta a la dosis sigmoideo y una restriccion
superior del 100%. Se obtiene una Clsp para el ARNip particular sometido a prueba.

Ejemplo 1
ARN de interferencia para el silenciamiento de SAA en células de malla trabecular

El presente estudio examina la capacidad del ARN de interferencia de SAA para disminuir los niveles de expresién
de SAA endogeno en células de malla trabecular (MT) humana normales y glaucomatosas.

Se llevo a cabo la transfeccion de una linea celular de MT normal (NTM765-04-OD, p5) y glaucomatosa (GTM686-
03-0S, p6) usando concentraciones in vitro convencionales de un grupo de ARN de interferencia de SAA
SMARTPOOL® (100 nM) y reactivo de transfeccion DHARMAFECT® n.°1 (Dharmacon Research Inc., Chicago, IL).
El ARN de interferencia de SAA SMARTPOOL® contenia un grupo de cuatro ARNip bicatenarios homdlogos
disefiados para dirigirse a regiones de ARNm de SAA que tienen los identificadores de secuencia SEQ ID NO:; 11,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20 y se usé a tres concentraciones diferentes (tratamiento 1: 0,05
ul/pocillo de 100 pl; tratamiento 2: 0,2 pl/pocillo de 100 ul; tratamiento 3: 0,4 pl/pocillo de 100 pl) por triplicado
durante 24 o 48 h. El control no tuvo tratamiento.

Efectos sobre los niveles de ARNm: Para el andlisis de QPCR de ARNm de SAA, se extrajo el ARN total de las
células tratadas durante 24 h usando PCR RNAqueous-4™ (Ambion, Austin, TX) y se sintetiz6 el ADNc con agentes
de transcripcion inversa TagMan® (PE Biosystems, Foster City, CA). Se realizé la QPCR usando la mezcla maestra
de PCR universal TagMan® y 7700 SDS (PE Biosystems) por triplicado. Se us6 ARN ribosémico (ARNr 18s, PE
Biosystems) como control de normalizacion en la QPCR multiplex. Se realizaron los anélisis de QPCR usando dos
conjuntos de sondas/cebadores TagMan® (PE Biosystems). Un primer conjunto (P423) se dirige a la region
codificante de la secuencia de ADNc de SAA y un segundo conjunto (P428) se dirige a la region no codificante.

Tal como se muestra en la figura 1, se observé aproximadamente un 35% de inhibicion del ARNm de SAA en
relacion con el ARNr 18s en células normales NTM765-04 tratadas con ARNip en condiciones de tratamiento 3
usando el conjunto de cebadores P423. Tal como se muestra en la figura 2, se observé aproximadamente un 41%
de inhibicién del ARNm de SAA en relacion con el ARNr 18s en células glaucomatosas GTM686-03 tratadas con
ARNip en condiciones de Tratamiento 3 usando el conjunto de cebadores P423. Se obtuvieron resultados similares
usando el conjunto de cebadores P428.

Efectos sobre los niveles de proteina de SAA: Se usaron ensayos ELISA para examinar los niveles de proteina de
SAA enddgena en lisados celulares preparados a partir de células tratadas durante 48 h.

Se observé aproximadamente un 66% de disminucion de la proteina de SAA en todas las células glaucomatosas
GTM 686 tratadas con ARNip de Tratamiento 1, Tratamiento 2 y Tratamiento 3 (figura 5) pero no en células NTM765
(figura 4). El nivel de proteina de SAA enddgena fue muy bajo en ambas lineas celulares de malla trabecular,
particularmente en la linea celular normal NTM765.

Efectos sobre el crecimiento celular y la morfologia: Se monitorizé el efecto del ARNip de SAA sobre la morfologia
de células de MT mediante un sistema de deteccion electrénica en tiempo real (RT-CES™, ACEA Biosciences, Inc.,
San Diego, CA). Tal como se muestra en la figura 3, no se observaron efectos toxicos debido a los tratamientos con
ARNip sobre el crecimiento o la morfologia de células de MT.

Los expertos en la técnica, vista la luz de la presente descripcion, apreciaran que pueden hacerse modificaciones
obvias de las realizaciones divulgadas en el presente documento sin apartarse del espiritu y alcance de la invencién.
Todas las realizaciones dadas a conocer en el presente documento pueden realizarse y ejecutarse sin
experimentacion indebida vista la luz de la presente descripcion. El alcance completo de la invencién se expone en
la descripcion y realizaciones equivalentes de la misma. No debe interpretarse que la descripcién limita
indebidamente el alcance completo de proteccion al que la presente invencion tiene derecho.

Tal como se usa en el presente documento y a menos que se indique lo contrario, los términos “un/uno” y “una”

CI"

significan “uno”, “al menos uno” o “uno o mas”.
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<120> Inhibicion de amiloide sérico A por iARN para el tratamiento de glaucoma

<130> 34576.44

<150> Documento 60/638.706
<151> 23-12-2004

<160> 69

<170> Patentin versién 3.3

<210> 1
<211> 722
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
aaggcrcagt
cagcacagat
ctrigecaac
taccattctg
gccrggtttt
gcgaggettt
attacatcgg
gacctgggag
tctttggcca
gtggcaaaga
cttcactctg
gagagggtac
da

<210>2

<211> 570
<212> ADN

ataaatagca
caggtgagga
aagattatca
aaggtgtctt
ctgctccttg
tgatggggct
ctcagacaaa
tgcctgaget
tggtgcggag
ccecaatcac
ctctcaggag
acaatgggta

<213> Homo sapiens

<400> 2

gccaccgetc
gcacaccaag
tttcctttaa
atctcctctg
gtcctggarg
cgggacatgt
tacttccatg
gcagaagtga
gactcgetgg
ttccgacctg
atctggctgt
tctaataaat

cctggeagge
gagtgatttt
aaaaaatagt
atctagagag
tcagcagecg
ggagagccta
ctcgggggaa
tcagcgatge
ctgatcaggce
ctggcctgee
gaggccctca

acttaagagg

agggacccgce
taaaacttac
tatcctgggg
caccatgaag
aagcttcttt
ctctgacatg
ctatgatgct
cagagagaat
tgccaatgaa
tgagaaatac
gggcagggat
tggaaaaaaa

agctcagcta
tctgttttet
catacagcca
cttctcacgg
tcgttccttg
agagaagcca
gccaaaaggg
atccagagat
tggggcagga
tgagctrcct
acaaagcggg

adaaaaaaaa

agggacccgc agctcagcta cagcacagat
tttctgctece ttggtcctga gtgtcageag
trttgatggg gctcgggaca tgtggagage
cggctcagac aaatacttcc atgetcgggg
gggtgcctgg gccgcagaag tgatcagcaa
ccatggtgeg gaggactcge tggccgatca

cagcaccatg aagcttctca cgggcctggt
ccgaagctte ttttcgttcc ttggcgaggce
ctactctgac atgagagaag ccaattacat
gaactatgat gctgccaaaa ggggacctag
tgccagagag aatatccaga gactcacadg

ggctgccaat aaatggggca ggagtggcag

16
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420
480
540
570

agaccccaat cacttccgac ctgctggect gcectgagaaa tactgagctt cctcttcact

ctgctctcag gagacctggc tatgaggccc tcggggcagg gatacaaagt tagtgaggtce

tatgtccaga gaagctgaga tatggcatat aataggcatc taataaatgc ttaagaggtc

aaaaaaaaaa aaaadaaaaa aaaadaaaaa

10

15

20

25

30

35

40

<210> 3
<211> 614
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
tatagctcca

aaggtccaca
gtcaccagtg
ggcagagcct
gctcggggaa
atcagccgtt
agcactgtat
aaagaccccg
tctgetctca
ggtcactgag
gtttgtcaaa
<210> 4

<211> 19
<212> ADN

cggccagaag
gcacaatgag
aaagctggcg
atrgggacat
actatgatgc
ccagggtcta
tggaggactc
accgcttcag
gggaaactgg
ctrtgtgtce
ttga

<213> Secuencia artificial

<220>

ataccagcag
gctrttcaca
ttecgtrtttc
aatgatatcc
tgcccaaaga
tcttcaggga
gaagtccaac
acctgacggc
gctgtgagec
ccaggaactg

<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 4

tggggcagga gtggcaaag

<210> 5
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Hebra sentido

<400> 5

uggggcagga guggcaaagu u

<210> 6
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Hebra antisentido

ctctgecttt
ggcattgtet
aaggaggctc
aatcaccaaa
ggacctgggg
ttaatagact
gagaaagctg
ctgcctaaga
acacacttct
gtatagggca

17

actgaaattt
tcrgetectt
tccaaggggt
attcaaacag
gtgtctggoc
actatttatt
aggaatgggg
aatactgagc
ccecccagac

cctagaggtg

cagctggaga
ggtcatggga

tggggacatg
atatctctat

tgctaaactc
tggaaacagc
ccggagtgge
ttcctgetee
agggacacag
ttcaataaat

60
120
180
240
300
360
420
480
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600
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<400> 6
cuuugccacu ccugccccau u

<210>7

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra sentidocon TT en 3

<220>

<221> misc_ARN
<222> (1)..(19)

<223> ribonucleétidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> desoxirribonucledtidos

<400> 7
uggggcagga guggcaaagt t

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentidocon TT en &

<220>

<221> misc_ARN
<222> (1)..(19)

<223> ribonucledtidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> desoxirribonucleédtidos

<400> 8
cuuugccacu ccugccecceat t

<210>9

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Duplex en horquilla con bucle

<220>

<221> misc_ARN
<2225 (1)..(21)
<223> ribonucleétidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(30)

<223> cualquiera, A, TU, C, G

<220>
<221> misc_feature

18
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<2225 (31)..(51)
<223> ribonucledtidos

<400> 9

uggggcagga guggcaaagu unnnnaNnnn cuuugccacy

<210> 10

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 10
agaccccaat cacttccga

<210> 11

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia attificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 11
ttacatcggc tcagacaaa

<210> 12

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 12
gcttctcacg ggectggtt

<210> 13

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 13
gccaattaca tcggctcag

<210> 14

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 14
atacttccat getcggggg

ES 2393325713

19

ccugeeccau u 51

19

19

19

19

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2393325713

<210> 15

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 15
gtgatcagca atgccagag

<210> 16

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400>16
tatccagaga ctcacaggce

<210> 17

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 17
tcacttccga cctgetgge

<210> 18

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 18
gagagaatat ccagagact

<210> 19

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400>19 _

cgatcaggct gccaataaa
<210> 20

<211> 19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

20
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<400> 20
ccgcagaagt gatcagcaa

<210> 21

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400=21
tgccagagag aatatccag

<210> 22

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 22
atggggcagg agtggcaga

<210> 23

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 23
ggaggctctc caaggggtt

<210> 24

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400>24
ggggttgggg acatgggca

<210> 25

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400>25
ttcaaacaga tatctctat

<210> 26

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 26
acagatatct ctatgctcg

<210> 27

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 27
actatgatgc tgcccaaag

<210> 28

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 28
agaggacctg ggggtgtct

<210> 29

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 29
actcatcagc cgttccagg

<210> 30

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400>30
tagactacta tttatttgg

<210> 31

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia arfificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 31
acagcagcac tgtattgga

<210> 32
<211> 19

22
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento
<400> 32

gtccaacgag aaagctgag
<210> 33
<211>19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento
<400> 33

cgagaaagct gaggaatgg
<210> 34
<211> 19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 34
agctgaggaa tggggccgg

<210> 35

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de direccionamiento
<400> 35

tggggccgga grggcaaag
<210> 36

<211> 19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de direccionamiento
<400> 36

agaccccgac cgcttcaga
<210> 37

<211> 19

<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 37

ES 2393325713
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cuuugccacu ccugcccca

<210> 38

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 38
ucggaaguga uuggggucu

<210> 39

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<4002 39 __
uuugucugag ccgauguaa

<210> 40

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400>40
aaccaggccc gugagaagce

<210> 41

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 41
cugagccgau guaauuggce

<210> 42

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 42
cccccgageca uggaaguau

<210> 43

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

ES 2393325713
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<400> 43
cucuggcauu gcugaucac

<210> 44

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 44
gccugugagu cucuggaua

<210> 45

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<210> 46

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 46
gccagecaggu cggaaguga

<210> 47

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 47

BRIV

agucucugga uvauucucuc

<210> 48

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 48
uuuauuggca gccugaucg

<210> 49
<211>19
<212> ARN

ES 2393325713
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 49
uugcugauca cuucugcgy

<210> 50

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 50
cuggauauuc ucucuggca

<210> 51

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400>51
ucugccacus cugccccau

<210> 52

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 52
aaccccuugg agagecuce

<210> 53

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400>53 __
ugcccauguc cccaaccce

<210> 54

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 54
auagagauau cuguuugaa
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<210> 55

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400>55 _ _
cgagcauaga gauaucugu

<210> 56

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400>56
cuuugggcag caucauagu

<210> 57

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 57
agacaccccc agguccucu

<210> 58

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400>58 _
ccuggaacgg cugaugagu

<210> 59

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400>59 _ _
CCaaauvaaau aguagucua

<210> 60

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 60

ES 2393325713
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uccaauacag ugcugcugu

<210> 61

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 61
cucagcuuuc ucguuggac

<210> 62

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 62

ccayuccuca gcuuucucg

<210> 63

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400>63
ccggececau uccucageu

<210> 64

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 64
cuuugecacy ccggeecca

<210> 65

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 65
ucugaagegg ucggggucu

<210> 66

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2393325713
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<223> Secuencia de direccionamiento

<400> 66

tatccagaga ticetttgge 19

<210> 67

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido
<400> 67

tgaatggggec aggagtgge 19

<210> 68

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Hebra antisentido

<400> 68

taaatgggge aggagtggce 19
<210> 69

<211> 19

<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Hebra antisentido

<400> 69
gccacuccug ccccauuua 19
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REIVINDICACIONES

Composicion que comprende una cantidad eficaz de ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49
nucledtidos y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, comprendiendo el ARN de interferencia: una
secuencia de nucleétidos sentido, una secuencia de nucleétidos antisentido y una regién de al menos el
80% de complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos entre las secuencias sentido y
antisentido; en la que la secuencia antisentido se hibrida en condiciones fisiolégicas con una parte del
ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, y tiene una regién de al menos el 80% de
complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos con la parte hibridante de ARNm que corresponde
a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 para su uso en el tratamiento de glaucoma asociado a amiloide sérico A
en un ojo de un sujeto.

Composicion que comprende una cantidad eficaz de ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49
nucledtidos y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, comprendiendo el ARN de interferencia: una
secuencia de nucleétidos que tiene una regioén de al menos el 80% de complementariedad contigua de al
menos 19 nucledtidos con una parte hibridante de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO:
2, en la que la secuencia de nucleétidos se hibrida en condiciones fisioldgicas con una parte del ARNm que
corresponde a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, para su uso en el tratamiento de glaucoma asociado a
amiloide A en un ojo de un sujeto.

Método in vitro para atenuar la expresion de ARNm de amiloide sérico A que comprende administrar una
cantidad eficaz de ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleétidos y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, comprendiendo el ARN de interferencia: una secuencia de nucledtidos
sentido, una secuencia de nucleétidos antisentido y una regién de al menos el 80% de complementariedad
contigua de al menos 19 nucleétidos entre las secuencias sentido y antisentido; en el que la secuencia
antisentido se hibrida en condiciones fisiolégicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO:
1 0 SEQ ID NO: 2, y tiene una regién de al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19
nucleétidos con la parte hibridante de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 a una
célula.

Método in vitro para atenuar la expresion de ARNm de amiloide sérico A que comprende administrar una
cantidad eficaz de ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleétidos y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, comprendiendo el ARN de interferencia: una secuencia de nucleétidos que
tiene una regién de al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos con una
parte hibridante de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2, en el que la secuencia de
nucleétidos se hibrida en condiciones fisiolégicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO:
1 0 SEQ ID NO: 2 a una célula.

Composicién o método segln la reivindicacién 1 6 3, en donde la secuencia antisentido tiene una regién de
al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 21 a 23 nucleétidos con la parte hibridante
de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2, y comprende una secuencia TT adicional en
el extremo 3’ de cada una de la secuencia sentido y antisentido.

Composiciéon 0 método segun la reivindicacién 1, 3 6 5, en donde la secuencia de nucleétidos sentido y la
secuencia de nucledtidos antisentido estan conectadas mediante una secuencia de nucle6tidos en bucle.

Composicién 0 método segln cualquiera de las reivindicaciones 1, 3, 5 y 6, en donde la secuencia
antisentido esta disefiada para dirigirse a una secuencia de nucleétidos de ARNm que corresponde a SEQ
ID NO: 1 que comienza en el nucledtido 230, 357, 362, 380, 447, 470, 527, 531, 548 6 557.

Composicion o método segln cualquiera de las reivindicaciones 1, 3, 5 y 6, en donde la secuencia
antisentido esté4 disefiada para dirigirse a una secuencia de nucleétidos de ARNm que corresponde a SEQ
ID NO: 2 que comienza en el nucleétido 43, 170, 175, 193, 260, 283, 339 6 370.

Composicién o método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1, 3, 5, 6 y 8, en donde la secuencia
antisentido estd disefiada para dirigirse a una secuencia de nucleétidos de ARNm que corresponde a SEQ
ID NO: 2 que comienza en el nucleétido 252, 271, 276, 325, 343.

Composicion 0 método seglin cualquiera de las reivindicaciones 1, 3, 5 a 9, en donde la secuencia
antisentido comprende

CUUUGCCACUCCUGCCCCA (SEQ ID NO: 37), UCGGAAGUGAUUGGGGUCU (SEQ ID NO: 38),
UUUGUCUGAGCCGAUGUAA (SEQ ID NO: 39), AACCAGGCCCGUGAGAAGC (SEQ ID NO: 40),
CUGAGCCGAUGUAAUUGGC (SEQ ID NO: 41), GCCACUCCUGCCCCAUUUA (SEQ ID NO: 69),
CCCCCGAGCAUGGAAGUAU (SEQ ID NO: 42), CUCUGGCAUUGCUGAUCAC (SEQ ID NO: 43),
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GCCUGUGAGUCUCUGGAUA (SEQ ID NO: 44), GCCACUCCUGCCCCAUUUA (SEQ ID NO: 45),
GCCAGCAGGUCGGAAGUGA (SEQ ID NO: 46), AGUCUCUGGAUAUUCUCUC (SEQ ID NO: 47),
UUUAUUGGCAGCCUGAUCG (SEQ ID NO: 48), UUGCUGAUCACUUCUGCGG (SEQ ID NO: 49),
CUGGAUAUUCUCUCUGGCA (SEQ ID NO: 50), UCUGCCACUCCUGCCCCAU (SEQ ID NO: 51),
AACCCCUUGGAGAGCCUCC (SEQ ID NO: 52), UGCCCAUGUCCCCAACCCC (SEQ ID NO: 53),
AUAGAGAUAUCUGUUUGAA (SEQ ID NO: 54), CGAGCAUAGAGAUAUCUGU (SEQ ID NO: 55),
CUUUGGGCAGCAUCAUAGU (SEQ ID NO: 56), AGACACCCCCAGGUCCUCU (SEQ ID NO: 57),
CCUGGAACGGCUGAUGAGU (SEQ ID NO: 58), CCAAAUAAAUAGUAGUCUA (SEQ ID NO: 59),
UCCAAUACAGUGCUGCUGU (SEQ ID NO: 60), CUCAGCUUUCUCGUUGGAC (SEQ ID NO: 61),
CCAUUCCUCAGCUUUCUCG (SEQ ID NO: 62), CCGGCCCCAUUCCUCAGCU (SEQ ID NO: 63),
CUUUGCCACUCCGGCCCCA (SEQ ID NO: 64) o UCUGAAGCGGUCGGGGUCU (SEQ ID NO: 65).

Composicion o método segun cualquier reivindicacion anterior, en donde el ARN de interferencia
comprende una modificacién en una parte de base, en una parte de aztcar o en una parte de fosfato.

Composicion o método segln cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 y 5, en donde la composicién
comprende ademas un segundo ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleétidos, y que
comprende una secuencia de nucleétidos sentido, una secuencia de nucleétidos antisentido y una regién
de al menos el 80% de complementariedad de al menos 19 nucleétidos entre las secuencias sentido y
antisentido; en donde la secuencia antisentido del segundo ARN de interferencia se hibrida en condiciones
fisiolégicas con una segunda parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 0o SEQ ID NO: 2 y la
secuencia antisentido tiene una regién de al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19
nucledtidos con la segunda parte hibridante de ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

Composicién segun la reivindicaciéon 1, 3 y 5, en donde la composicién comprende una cantidad eficaz de
una mezcla de al menos cuatro ARN de interferencia, teniendo cada ARN de interferencia una longitud de
19 a 49 nucledtidos, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, comprendiendo cada ARN de
interferencia: una secuencia de nucleétidos sentido, una secuencia de nucledtidos antisentido y una regién
de al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos entre las secuencias
sentido y antisentido de cada uno de los cuatro ARN de interferencia; en la donde las secuencias
antisentido de la mezcla se hibridan en condiciones fisioldgicas con una parte del ARNm que corresponde a
SEQ ID NO: 2 que comienza en el nucleétido 175, 252, 276 y 325, respectivamente, y tienen una regién de
al menos el 80% de complementariedad contigua de al menos 19 nucledtidos con la parte hibridante de
ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comienza en el nucledtido 175, 252, 276 y 325,
respectivamente.

Composicion segln la reivindicacién 2 o método segun la reivindicacién 4, en donde la composicién
comprende ademas un segundo ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleétidos, y
comprendiendo una segunda secuencia de nucledtidos que tiene una regiéon de al menos el 80% de
complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos con una segunda parte hibridante de ARNm que
corresponde a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

Composicién segtin la reivindicaciéon 2 o método segun la reivindicacién 4, en donde la composicién
comprende una cantidad eficaz de una mezcla de al menos cuatro ARN de interferencia, teniendo cada
ARN de interferencia una longitud de 19 a 49 nucleédtidos, y comprendiendo la mezcla: una primera,
segunda, tercera y cuarta secuencia de nucleétidos que tienen una region de al menos el 80% de
complementariedad contigua de al menos 19 nucleétidos con la parte hibridante de ARNm que corresponde
a SEQ ID NO: 2 que comienza en el nucleétido 175, 252, 276 y 325, respectivamente.

Composicion o método segun cualquier reivindicacién anterior, en donde la composicién se prepara para
administracién por via tépica, intravitrea o transescleral.
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