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MODULACION DE LA EXPRESION DE LA 11BETA-HIDROXIESTEROIDE
DESHIDROGENASA DE TIPO 1 PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
OCULARES

Descripcion

CAMPO DE INVENCION

[0001] La presente invencién se dirige a métodos y composiciones para el tratamiento
y/o la prevencion de afecciones oculares relacionadas con altos niveles de expresion o
de actividad de la 11beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 1 (en adelante,
11beta-HSD1); en particular, pero no de manera exclusiva a los tratamientos de
glaucoma. En modos de realizacion preferidos, la invencion se dirige al uso de
tecnologia ARN de interferencia (ARNi) para disminuir la expresién de la 11 beta-
HSD1.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El glaucoma es una de las principales causas de ceguera. El glaucoma produce
aproximadamente el 15% de los casos de ceguera mundial. El tipo mas comun, el
glaucoma de angulo abierto primario, tiene una prevalencia de 1/200 en la poblacién
general mayor de 40 afos. El glaucoma se ha definido simplemente como el proceso
de destruccién de tejido ocular causado por una elevacion continua de la presién
intraocular (P1O) superior a los limites fisiolégicos normales. Aunque varias etiologias
pueden verse implicadas en el complejo del glaucoma, un factor determinante en la
seleccién del tratamiento es la cantidad de cambios primarios y/o inducidos en la
presion del angulo iridocorneal.

[0003] Las terapias actuales incluyen tratamientos o cirugias destinados a reducir
dicha presion, aunque se desconocen los mecanismos fisiopatolégicos por los que la
PIO elevada conduce a un dafio neuronal en el glaucoma. La supresion meédica de una
PIO elevada puede intentarse mediante el uso de cuatro tipos de farmacos: (1)
supresores de la formacion de humor acuoso (tales como inhibidores de la anhidrasa
carboénica, agentes bloqueadores beta-adrenérgicos y agonistas de adrenoreceptor
alfa2); miéticos (tales como parasimpaticomiméticos, incluidos inhibidores colinérgicos
y anticolinérgicos); (3) potenciadores de flujo uveoescleral; y (4) agentes
hiperosméticos (que producen un gradiente de presion osmoética sobre la barrera
sanguinea/acuosa del epitelio ciliar). Una quinta categoria de farmacos, los agentes

neuroprotectores, estd emergiendo como un complemento importante a la terapia
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médica, que incluye, por ejemplo, inhibidores de la NO-sintetasa (NOS), antagonistas
de los aminoé&cidos excitatorios, antagonistas de receptores de glutamato, inhibidores
de apoptosis y bloqueadores del canal del calcio.

[0004] Resefias de diferentes trastornos oculares pueden encontrarse en las
siguientes referencias: Bunce et al., 2005, Associations between the deletion
polymorphism of the angiotensin 1-converting enzyme gene and ocular signs of
primary open-angle glaucoma. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol.; 243(4):294;
Costagliola et al., 2000, Effect of oral losartan potassium administration on intraocular
pressure in normotensive and glaucomatous human subjects. Exp Eye Res 71(2):167;
Costagliola et al., 1995, Effect of oral captopril (SQ 14225) on intraocular pressure in
man. Eur J Ophthalmol., 5(1):19; Cullinane et al., 2002, Renin-angiotensin system
expression and secretory function in cultured human ciliary body non-pigmented
epithelium. Br J Ophthalmol., 86(6):676; Sakaguchi et al., 2002, Chymase and
angiotensin converting enzyme activities in a hamster model of glaucoma filtering
surgery. Curr Eye Res. 24(5):325; Shah et al., 2000, Oculohypotensive effect of
angiotensin-converting enzyme inhibitors in acute and chronic models of glaucoma. J
Cardiovasc Pharmacol., 36(2):169, y Wang et al., 2005, Effect of CS-088, an
angiotensin AT1 receptor antagonist, on intraocular pressure in glaucomatous monkey
target RNAeyes. Exp Eye Res., 80(5):629.

[0005] La interferencia por ARN se refiere al proceso de silenciamiento génico
postranscripcional de una secuencia especifica transmitida por ARN interferente
pequefo (ARNip). Tras el descubrimiento de este fendmeno en plantas a principios de
la década de los 90, Andy Fire y Craig Mello demostraron que el ARN bicatenario
(ARNDbc) inhibia selectiva y especificamente la expresion génica de un modo muy
eficiente en el nematodo Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998, Potent and specific
genetic interference by double stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature,
391:806). La secuencia de la primera hebra (ARN con sentido) coincidi6 con la de la
correspondiente region del ARN mensajero diana (ARNm). La segunda hebra (ARN
antisentido) era complementario al ARNm. El ARNbc resultante resulté ser diferentes
ordenes de magnitud mas eficaz que las correspondientes moléculas de ARN
monocatenarias (en particular, el ARN antisentido).

[0006] El proceso de interferencia por ARN (ARNi) empieza cuando la enzima, DICER,
encuentra ARNbc y lo corta en fragmentos que reciben el nombre de ARN interferente
pequeno (ARNip). Esta proteina pertenece a la familia de nucleasas RNasa lll. Un
complejo de proteinas reune estos residuos de ARN y utiliza su cédigo como guia para
buscar y destruir cualquier ARN en la célula con una secuencia de apareamiento,
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como ARNm diana (véase: Bosher & Labouesse, 2000, RNA interference: genetic
wand and genetic watchdog. Nat Cell Biol, 2000, 2(2):E31, y Akashi et al., 2001,
Suppression of gene expression by RNA interference in cultured plant cells. Antisense
Nucleic Acid Drug Dev, 11(6):359).

[0007] En intentos por utilizar ARNi para el silenciamiento génico, se reconocioé que las
células de mamifero han desarrollado diversos mecanismos protectores contra
infecciones virales que podrian dificultar la utilizacion de este enfoque. De hecho, la
presencia de niveles extremadamente bajos de ARNbc viral da como resultado una
respuesta interferén, que ocasiona una supresién de la traduccién no especifica
global, lo que, a su vez, provoca apoptosis (Williams, 1997, Role of the double-
stranded RNA-activated protein kinase (PKR) in cell regulation. Biochem Soc Trans,
25(2):509; Gil & Esteban, 2000, Induction of apoptosis by the dsRNA-dependent
protein kinase (PKR): mechanism of action. Apoptosis, 5(2):107-14).

[0008] En 2000, se declard que el ARNbc inhibia especificamente 3 genes en el oocito
de ratén y en el embrién en etapa temprana. No se observé detencién translacional ni,
por tanto, una respuesta de proteina-cinasa R, puesto que los embriones continuaron
desarrollandose (Wianny & Zernicka-Goetz, 2000, Specific interference with gene
function by double-stranded RNA in early mouse development. Nat Cell Biol, 2(2):70).
La investigacién en Ribopharma AG (Kulmbach, Alemania) demostré la funcionalidad
de ARNi en células de mamiferos, utilizando ARNbc pequefio (20-24 pares de bases)
para desactivar genes en células humanas sin iniciar la respuesta de la fase aguda.
Estos resultados se confirmaron por experimentos similares llevados a cabo por otros
grupos de investigacion. (Elbashir et al., 2001, RNA interference is mediated by 21-
and 22-nucleotide RNAs. Genes Dev, 15(2):188; Caplen et al., 2001, Specific inhibition
of gene expression by small double stranded RNAs in invertebrate and vertebrate
systems. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98: 9742). Sometido a ensayo en una variedad
de lineas de células de ratén y humanas de cancer y normales, se determiné que el
ARN de horquilla pequeiia (ARNhp) puede silenciar genes con la misma eficacia que
sus homdlogs de ARNip (Paddison et al, 2002, Short hairpin RNAs (shRNAs) induce
sequence-specific  silencing in  mammalian cells. Genes Dev, 16(8):948).
Recientemente, se demostr6 que otro grupo de ARN pequefios (21-25 pares de bases)
mediaba la regulacién por disminucion de la expresién génica. Estos ARN, ARN
pequenos regulados temporalmente (ARNtp), regulan el calendario de la expresion
génica durante el desarrollo en Caenorhabditis elegans (para una revision, véase
Banerjee & Slack, Control of developmental timing by small temporal RNAs: a
paradigm for RNA-mediated regulation of gene expression. Bioessays, 2002,
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24(2):119-29 y Grosshans & Slack, 2002, Micro-RNAs: small is plentiful. J Cell Biol,
156(1):17).

[0009] Los cientificos han utilizado ARNi en diversos sistemas, incluyendo
Caenorhabditis elegans, Droséfila, tripanosomas y otros invertebrados. Diversos
grupos han presentado recientemente la supresién especifica de la biosintesis de
proteinas en diferentes lineas de células de mamifero (en concreto, en células Hela)
demostrando que ARNi es un método de amplia aplicacién para el silenciamiento
génico in vitro. A partir de estos resultados, ARNi se ha convertido rapidamente en una
herramienta bien reconocida para validar (identificar y asignar) la funcién génica. El
ARNi que emplea oligonucleétidos de ARNbc pequenos, aportara una comprension de
la funcién de los genes que estan secuenciados so6lo parcialmente.

[0010] Como ya he se ha indicado, la PIO se mantiene gracias al equilibrio entre la
produccion (dependiente del transporte de sodio a través de la bicapa epitelial ciliar) y
el drenaje (predominantemente a través de la malla trabecular) de humor acuoso (HA).
El HA se secreta en la camara posterior del ojo, fluye desde el epitelio ciliar, entre el
iris y el cristalino, pasando a la apertura pupilar, y finalmente fluye radialmente a la
periferia, donde se encuentra predominantemente a través del canal de Schlemm en la
malla trabecular, y en menor grado a través de vias de flujo uveoesclerales (Davson
H. The aqueous humour and intraocular pressure. In: Davson's Physiology of the Eye,
5th edn. London, Macmillan Press, 1990:3-95; Hart WM. Intraocular pressure. In: Hart
WM, ed. Adler's Physiology of the Eye. St Louis, Mosby-Year Book Inc, 1992:248-267).

[0011] En los tejidos epiteliales periféricos, el transporte de sodio y agua se regula
mediante corticosteroides y las isoenzimas 11beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(11beta-HSD) (11beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 1 (11beta-HSD1), que
activa cortisol a partir de cortisona, y 11beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 2
(11beta-HSD?2) desactivando cortisol en cortisona). La 11beta-HSD1 se expresa
ampliamente, sobre todo en muchos tejidos diana glucocorticoides entre los que se
incluyen el higado, el tejido adiposo, los huesos, asi como el pulmén, la vasculatura,
los ovarios y el sistema central nervioso.

[0012] La expresidon de la 11beta-HSD ha sido descrita en el ojo humano. La 11beta-
HSD2 estd expresada ampliamente en el endotelio corneal, mientras que la 11beta-
HSD1 estd mas expandida en la malla trabecular, el epitelio del cristalino y el epitelio
corneal (Tomlinson JW. 11Beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 in human
disease: a novel therapeutic target. Minerva Endocrinol. 2005 Mar;30(1):37-46).

[0013] La 11beta-HSD1, pero no la 11beta-HSD2, ha sido localizada en células
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neuroepiteliales no pigmentadas humanas (Rauz S, Walker EA, Shackleton CHL,
Hewison M, Murray PI, Stewart PM. Expression and putative role of 11f3-hydroxysteroid
dehydrogenase isozymes within the human eye. Invest Ophthalmol Vis Sci 2001;
42:2037-42; Suzuki T, Sasano H, Kaneko C, Ogawa S, Darnel AD, Krozowski ZS.
Immunohistochemical distribution of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase in human eye.
Mol Cell Endocrinol 2001; 173:121-5; Mirshahi M, Nicolas C, Mirshahi A, Hecquet C,
d'Hermies F, Faure JP, et al. The mineralocorticoid hormone receptor and action in the
eye. Biochem Biophys Res Commun 1996; 219:150-6; Stokes J, Noble J, Brett L,
Philips C, Seckl JR, O'Brien C, et al. Distribution of glucocorticoid and mineralocorticoid
receptors and 11 B-hydroxysteroid dehydrogenases in human and rat ocular tissues.
Invest Ophthalmol Vis Sci 2000: 41:1629-38). La hibridacién in situ definié la expresién
de la 11beta-HSD1 en el epitelio ciliar, mientras que el analisis por RT-PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) de tejido de cuerpo ciliar
confirmé la expresion de la 11beta-HSD1, con receptores de glucocorticoides y de
mineralocorticoides adicionales (Rauz S, Cheung CM, Wood PJ, Coca-Prados M,
Walker EA, Murray PI, Stewart PM. Inhibition of 11beta-hydroxysteroid dehydrogenase
type 1 lowers intraocular pressure in patients with ocular hypertension. QJM., 2003
Jul;96(7):481-90). La enzima 11beta-HSD1 desempefia un papel fundamental en la
determinacién de las concentraciones de glucocorticoides intracelulares al generar, en
una reaccién reversible, glucocorticoide activo (cortisol en los humanos,
corticosteronas en las ratas y los ratones) a partir de cortisona inactiva y 11-
dehidrocorticosterona. Se ha documentado una proporcion elevada de
cortisol/cortisona de 14:1 en el humor acuoso, coherente con este sistema generador
de cortisol local (Rauz S, Walker EA, Shackleton CHL, Hewison M, Murray PI, Stewart
PM. Expression and putative role of 11p-hydroxysteroid dehydrogenase isozymes
within the human eye. Invest Ophthalmol Vis Sci 2001; 42:2037-42).

[0014] La administracién oral de carbenoxolona (CBX), un inhibidor de la 11beta-
HSD1, a voluntarios en un estudio piloto no controlado, conllevd una disminucién de la
PIO del 17,5%, planteando que la actividad de la 11beta-HSD1 podria regular
parcialmente el transporte de sodio a través de la bicapa pigmentada y no pigmentada,
Yy, por consiguiente, la secrecion del humor acuoso (Rauz S, Walker EA, Shackleton
CHL, Hewison M, Murray PI, Stewart PM. Expression and putative role of 11pB-
hydroxysteroid dehydrogenase isozymes within the human eye. Invest Ophthalmol Vis
Sci 2001; 42:2037-42). Estudios adicionales, aleatorios, controlados por placebo a
voluntarios sanos y a pacientes con hipertensién (con elevada PIO, pero sin
neuropatia optica) evaluaron el efecto de la CBX en la PIO (Rauz S, Cheung CM,
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Wood PJ, Coca-Prados M, Walker EA, Murray Pl, Stewart PM. Inhibition of 11beta-
hydroxysteroid dehydrogenase type 1 lowers intraocular pressure in patients with
ocular hypertension. QJM., 2003 Jul;96(7):481-90).

[0015] Lo anterior es un debate de técnica interesante en cuanto a ARNi. El debate se
ha planteado Unicamente para la comprension de la invencion que sigue, y no
constituye una admisién de que cualquiera de los trabajos descritos sea de la técnica

anterior a la invencion reivindicada.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

[0016] En la presente invencién, proporcionamos métodos y composiciones para
modular la expresion y/o la actividad de la 11beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa de
tipo 1 (11beta-HSD1) mediante el uso de &cido nucleico de interferencia pequeno
(ANip) para el tratamiento de las afecciones oculares. En modos de realizacion
preferentes, las afecciones del ojo se caracterizan por una PIO modificada en
animales, incluso en humanos. En particular, la afeccién del ojo es el glaucoma.

[0017] Otro aspecto de la presente invencion se dirige a un compuesto de ANip
aislado, que incluye una secuencia complementaria de una secuencia de nucleétidos
seleccionada de la SEC ID N® 1 ala SEC ID N° 61 o que incluye unas secuencias de
nucleétidos seleccionadas del grupo de la SEC ID N° 62 ala SEC ID N? 122.

[0018] Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a las composiciones
farmacéuticas que incluyen compuestos de ANip que seleccionan como diana a la 11
beta-HSD1.

[0019] Ademas del tratamiento para el glaucoma, el presente método es también
adecuado para el tratamiento de otras enfermedades de la camara posterior del ojo.
En particular, este método puede aplicarse al tratamiento de enfermedades
caracterizadas por la formacién o el flujo acuosos modificados en el ojo. Ejemplos de
afecciones que pueden ser tratadas de acuerdo con la invencion incluyen afecciones
locales tales como infecciones o inflamaciones y afecciones generales tales como
uveitis o expresiones de enfermedades sistematicas. Ademas, ciertos modos de
realizacion de la invencidn proporcionan tratamiento para la retinopatia diabética.

[0020] La disminucién puede efectuarse mediante el uso de residuos de acido nucleico
bicatenario, denominados ANip o AN de interferencia pequefio que se dirigen a
interferir con la expresion de ARNm de la 11beta-HSD1. Los ANip son preferiblemente
ARNip, aunque también se incluyen &cidos nucleiclos modificados o entidades

similares quimicamente sintetizadas dentro del objetivo de esta invencion.
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[0021] Los medios de realizacion preferentes de la invencion se refieren a aplicaciones
topicas de ANip. Dichos medios de realizacion de la invencion también proporcionan
composiciones farmacéuticas para el uso en los tratamientos de las afecciones del ojo.
La invencidn puede utilizarse en los campos de los tratamientos de ojo locales, de los
genes diana implicados en patogénesis del glaucoma, asi como en el del uso de
entidades quimicamente sintetizadas para tratar animales (incluido humanos).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0022]
La figura 1 muestra los numeros de acceso GenBank que le corresponden a
las dos transcripciones alternativas de la 11beta-HSD.

La figura 2 muestra fragmentos pequenos de la secuencia de gen diana elegida
como las secuencias diana del ANip de la invencion.

La figura 3 muestra moléculas ANip de la invencion.

La figura 4 muestra el efecto maximo de dos ARNip en la reduccion de la PIO
en conejos neozelandeses normotensos. Los valores representan la media del
porcentaje de reduccion de la PlO sobre la medida de control (ojo contralateral
con vehiculo solo) y su error estandar (SD). Los ARNip utilizados son
11had/01: CCACAUCACCAACGCUUCUdTIT (SEC ID 133; secuencia de
conejo homodloga a la humana SEC ID N° 100) y 11HSD/02:
CGUCAAUGUAUCAAUCACUCTAT (SEC ID 134; secuencia de conejo con el

mejor resultado y sin secuencia humana revelada correspondiente).

La figura 5 muestra el efecto in vivo del ARNip 11HSD/02 en la reduccion de la
PIO en los conejos neozelandeses normotensos con el paso del tiempo. Cuatro
aplicaciones consecutivas de 265 ug de ARNip produjeron una disminucion de
la PIO de 20, 34 sobre la medida de control. Por el contrario, un ARNip
descontrolado no tuvo ningun efecto en los niveles de la PIO.

[0023] Cada valor representa la media del porcentaje de reduccion de la PIO sobre la
medida de control (ojo contralateral con vehiculo sélo) en cuatro animales diferentes.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0024] En el primer aspecto, la invencién se refiere al uso de NAip en la fabricacién de
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un medicamento para el tratamiento de la afeccidén del ojo, en el cual dicho NAip es
capaz de inhibir la expresién de la 11beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa 1 (11beta-
HSD1).
[0025] El término inhibir utilizado segun la invencion abarca la disminucién de la
11beta-HSD1. En un modo de realizacion, la afeccion del ojo de acuerdo con la
invencion se caracteriza por una presion intraocular (P1O) alterada en el paciente. En
otro modo de realizacion, la afeccién del ojo es seleccionada de un grupo que incluye
glaucoma, infeccién, inflamacién, uveitis y expresion de enfermedades sistematicas.
La afeccién del ojo puede ser seleccionada del glaucoma o de la retinopatia diabética.
De acuerdo con la invencién, la expresién del gen diana puede ser inhibida en el ojo
del paciente.
[0026] En un modo de realizacién, el ANip de acuerdo con la invencion es ARNip.
Preferiblemente, el ARNIp es ARNbc.
[0027] Aunque los mecanismos para el ARNi siguen siendo desconocidos, los pasos
necesarios para generar los oligonucle6tidos de ARNbc especificos estan claros. Se
ha mostrado que las hebras duplex de ARNbc que miden de 21 a 26 nucleétidos de
longitud funcionan de modo mas eficaz en la produccion de ARN por interferencia. Por
consiguiente, en un modo de realizacion, el ANip de la invencibn mide 21-26
nucleétidos de largo. No obstante, la longitud del compuesto ANip de acuerdo con la
invencién no es limitada. También es importante seleccionar la regién homoéloga
correcta dentro del gen. Factores como la distancia desde el codén de inicio, el
contenido en G/C y la localizacién de dimeros de adenosina son importantes cuando
se considera la generacion de ARNbc para ARNi. No obstante, una de las
consecuencias de esto es que uno pueda necesitar probar varias secuencias
diferentes para el ARNi més eficiente con el consiguiente aumento del coste.
[0028] En 1999, Tuschl et al. (Targeted mRNA degradation by double-stranded RNA in
vitro. Genes Dev., 1999; 13(24):3191-7) descifraron el efecto de silenciamiento de los
ARNip demostrando que su eficacia es una funcién de la longitud del duplex, la
longitud de los extremos salientes 3’, y la secuencia en estos salientes. Basado en
este trabajo fundador, Eurogentec recomienda que la region de ARNm diana vy, por lo
tanto, la secuencia de los duplex ARNip, deberia elegirse haciendo uso de las
siguientes directrices:

Puesto que ARNi cuenta con la creacién de interacciones de proteinas

complejas, es pacifico la diana de ARNm deberia carecer de factores seguros

ajenos. En este contexto, ambas regiones sin traducir de 5’ y 3’ y las regiones
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proximas al codon de inicio deberian evitarse, puesto que podrian ser mas
ricas en sitios de union de proteinas reguladoras. Por lo tanto, la secuencia del
ARNip es seleccionada de la siguiente manera: en la secuencia de ARNm, se
selecciona una regién localizada de 50 a 100 nucleétidos de los genes
secuencia abajo del conddn de inicio AUG o de los genes secuencia arriba del

coddn de terminacién.

[0029] En esta regidn, se buscan las siguientes secuencias: AA (N19), CA (N19). Se
calcula el porcentaje G/C para cada secuencia identificada. Idealmente, el contenido
en G/C es el 50% pero debe ser menor del 70% y mayor del 30%.

Preferentemente, se evitardn las secuencias que contengan las siguientes
repeticiones: AAA, CCC, GGG, TTT, AAAA, CCCC, GGGG, TTTT.

También se lleva a cabo una prediccién de la accesibilidad de acuerdo con la
estructura secundaria del ARNm. Un alineamiento de secuencias de tipo local,
conocido como BLAST, (i.e. la base de datos de etiquetas de secuencias expresadas
(dbEST) del Centro Nacional para la Informacién Biotecnol6gica) se realiza también
con la secuencia de nucleétidos que cumple mejor los criterios previos para asegurar
que sélo se desactive un gen.

[0030] Con el fin de maximizar la interpretacion del resultado, deberian tomarse las

siguientes precauciones cuando se utilizan los ARNip:
e Probar siempre las hebras sencillas de con sentido y antisentido en
experimentos separados.
e Probar un duplex de ARNip descontrolado. Esto deberia tener la misma
composicion de nucleétidos que su ARNip, pero una secuencia vacia de
significado homéloga a cualquier otro gen (incluido el suyo).
e Si es posible, silenciar el mismo gen con dos duplex de ARNip
independientes para controlar la especificidad del proceso silenciador.

[0031] En la préactica, cada gen seleccionado se introduce como secuencia de
nucleétidos en un programa de prediccidbn que tiene en cuenta todas las variables
descritas anteriormente para el disefio de oligonucleétidos éptimos. Este programa
explora cualquier secuencia de nucleétidos del ARNm para determinar regiones
susceptibles de ser seleccionadas como diana por el ARNip. El resultado de este
analisis es una puntuacién de posibles oligonucleétidos de ARNip. Las puntuaciones
mas altas se utilizan para disenar oligonucleétidos de ARN bicatenarios (normalmente,
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21 bp de longitud, aunque también son posibles otras longitudes) que habitualmente
provienen de sintesis quimica.

[0032] Los nucleétidos de acuerdo con la invencion pueden constar de uno o mas
oligonucledtidos modificados. Una o més modificaciones estan dirigidas a incrementar
la estabilidad o la disponibilidad de NAip. Se describen ejemplos de dichas
modificaciones adecuadas en las publicaciones citadas a continuacién, cada una de
las cuales se incorpora en este documento por referencia. Ejemplos de dichas
modificaciones de acuerdo con la invencién incluyen, pero no se limitan a, enlaces
internucleotidicos de fosforotioato, 2’-O-metil ribonucleétidos, 2’-O-desoxi-fluoro
ribonucléotidos, 2’-desoxi ribonucleétidos, nucleétidos de “base universal”, nucleétidos
5-C-metilo e incorporacién de restos abdasicos desoxi invertidos, enlaces cruzados
qguimicos entre las dos hebras complementarias de un ARNip y la modificacién quimica
de un 3’ terminal de una hebra de un ARNip, modificaciones internas, por ejemplo,
modificaciones de azucar, modificaciones de la nucleobase y/o modificaciones de la
estructura o cadena principal. 2’-fluoro ribonucleétidos modificados y 2’desoxi
ribonucléotidos.

[0033] Los estudios demuestran que la sustitucion de los segmentos salientes de
nucleétidos 3’-terminales de un duplex de ARNip de 21 unidades, que tiene salientes
3’ de dos nucleétidos, con desoxirribonucleétidos, no tiene un efecto adverso sobre la
actividad de ARNi. Se ha indicado que la sustitucion de hasta cuatro nucleétidos en
cada extremo del ARNip con desoxirribonucleétidos se tolera bien, mientras que la
sustitucién completa con desoxirribonucleétidos da como resultado la ausencia de
actividad de ARNi (Elbashir 2001). Ademas, Elbashir et al. también indican que la
sustitucién de ARNip con nucle6tidos 2’-O-metilo suprime completamente la actividad
de ARNi.

[0034] Se pueden utilizar nucleésidos modificados de afinidad como describe
WQ02005/044976. Esta publicacion describe oligonucleétidos que constan de
nucleésidos modificados con el fin de aumentar o disminuir la afinidad para su
nucledtido complementario en el ARNm diana y/o en la hebra de ANip
complementario.

[0035] GB2406568 describe oligonucle6tidos modificados alternativos quimicamente
modificados para proporcionar resistencia mejorada a la degradacién o absorcion
mejorada. Ejemplos de dichas modificaciones incluyen enlaces de internucleotidicos
de fosforotioato, 2’-O-metil ribonucle6tidos, 2’-desoxi-fluoro ribonucléotidos, 2’-desoxi
ribonucleétidos, nucledtidos de “base universal’”, nucleétidos 5-C-metilo e
incorporacién de restos abasicos desoxi invertidos.
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[0036] WO2004/029212 describe oligonucleétidos modificados para mejorar la
estabilidad de ARNip o aumentar la eficacia en la seleccibn como diana. Las
modificaciones incluyen el enlace cruzado quimico entre dos hebras complementarias
de un ARNip y la modificacion quimica de un 3’ terminal de una hebra de un ARNip.
Las modificaciones preferentes son las internas, por ejemplo, modificaciones de
azucar, modificaciones de la nucleobase y/o modificaciones de la estructura o cadena
principal. Se describen 2’-fluoro ribonucle6tidos modificados y 2’desoxi ribonucléotidos.
[0037] Ademas, W0O2005/040537 también recita oligonucleétidos modificados que
pueden ser utilizados en la invencién.

[0038] Ademas de hacer uso del ANbc y del ANbc modificado, la presente invencion
puede utilizar AN de horquilla pequena (ANhp); las dos hebras de la molécula ANip
pueden ser conectadas por una regién de enlaces, que puede ser un enlace de
nucleétidos o un enlace de no nucleétidos.

[0039] De acuerdo con la invencién, ademas del ANip, que es complementario a la
secuencia en la regién diana de ARNm, pueden utilizarse secuencias degeneradas de
ANip para seleccionar como diana a regiones homélogas segun la invencién. Pueden
disenarse secuencias de ANip degenerativo de acuerdo con los métodos conocidos a
las personas experimentadas. Por ejemplo, WO2005/045037 describe el disefio de
moléculas de ANip para seleccionar como diana a dichas secuencias homdlogas, por
ejemplo, mediante la incorporacion de pares de base no canoénicas, por ejemplo,
apareamientos incorrectos y/o pares de base con titubeo, que pueden proporcionar
secuencias diana adicionales. En aquellos casos en los que se identifican
apareamientos incorrectos, pueden utilizarse pares de base no canédnicas (por
ejemplo, apareamientos incorrectos y/o bases de titubeo) para generar moléculas de
ANip que seleccionan como diana a mas de una secuencia génica. En un ejemplo sin
caracter limitativo, se utilizan pares de base, no canédnicas, tales como pares de base
UU y CC para generar moléculas de ANip que pueden seleccionar como diana a
secuencias para diferenciar dianas que comparten homologia de secuencia. Y es asi,
una ventaja de utilizar los ANip de la invencién es que puede disefiarse un ANip
sencillo para incluir una secuencia de acido nucleico que es complementaria a la
secuencia de nucleétido que se conserva entre los genes homdélogos. De esta manera,
un ANip sencillo puede utilizarse para inhibir la expresiéon de mas de un gen en lugar
de utilizar mas de una molécula de ANip para seleccionar como diana a genes
diferentes.

[0040] Las moléculas de ANip preferentes de la invencion son las bicatenarias. Una

molécula de ANip de la invencién puede comprender extremos romos, es decir, que no
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incluyen ningun nucleétido saliente. En un modo de realizacion, las moléculas de ANip
de la invencién pueden constar de uno o més extremos romos. En modos de
realizacion preferentes, las moléculas de ANip tienen salientes 3. Las moléculas de
ANip de la invencion pueden constar de un duplex de moléculas de &cido nucleico con
salientes 3’ de n nucleétidos (52n=1). Elbashir (2001) demuestra que los duplex de
ARNip de 21 nucleétidos son més activos cuando contienen salientes dinucleotidicos
3’ terminales.

[0041] Los oligonucledétidos candidatos son filtrados mas a fondo para la conservacion
de la secuencia interespecies con el fin de facilitar la transicién de los estudios clinicos
con animales a los humanos. En los modos de realizacién preferidos de la invencion,
se utilizan oligonucle6tidos conservados; lo que permite hacer uso de una secuencia
de oligonucleétidos simple tanto en modelos animales como en ensayos clinicos con
humanos.

[0042] La presente invencién puede consistir en la administracion de una o mas
especies de moléculas de ANip de modo simultaneo. Esta o0 mas especies podran
seleccionarse para seleccionar como diana las mismas o diferentes especies de
ARNm. Preferentemente, el ANip selecciona como diana a una secuencia
seleccionada de la SEC ID 1 a la SEC ID 61 o a una secuencia que contenga de la
SECID 1 ala SEC ID 61.

[0043] Los numeros de acceso GenBank que le corresponden a las dos
transcripciones alternativas de la 11 beta-HSD se muestran en la Tabla 1. La presente
invencion permite la seleccion individual como diana de cada forma de transcripcion.
Por consiguiente, en un modo de realizacién, el ANip selecciona como diana la forma
de empalme de la 11 beta-HSD tal y como se muestra en la Tabla 1.

[0044] En la tabla 2 se muestran las secuencias de oligonucle6tidos seleccionadas
frente a las que se dirige el ARNi. Las secuencias que se muestran son las secuencias
de ADN seleccionadas como diana por el ANip. Por lo tanto, la invencién hace uso de
los duplex de AN con secuencias complementarias a las secuencias de ADN
indicadas.

[0045] Las secuencias que se muestran en la Tabla 2 no son restrictivas. El ADN
diana no necesita estar precedido necesariamente por AA o CA. Ademas, el ADN
diana podria estar constituido por secuencias incluidas en la Tabla 2 flanqueadas por
cualquier secuencia contigua.

[0046] En otro aspecto, la invencion se refiere a un método de tratamiento de una
afeccion del ojo, que consiste en administrar el ANip en las ocasiones que dicho ANip
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es capaz de inhibir la expresién de la 11 beta-HSD1. El ANip se define de acuerdo con
la invencidn.

[0047] En otro aspecto mas, la invencién también se refiere a un método de inhibir la
expresion de 11beta-HSD1 que consiste en administrar un compuesto de ANip capaz
de inhibir la expresion de la 11beta-HSD1. El ANip se define de acuerdo con la
invencion.

[0048] En otro aspecto, la invencion se refiere a un compuesto de ANip aislado que
selecciona como diana a 11beta-HSD1 en el que el compuesto de ANip comprende
una secuencia complementaria a una secuencia de nucleétidos seleccionada de la
SEC ID 1 a la SEC ID 61. En un modo de realizacién, el compuesto de ANip puede
consistir en una secuencia de un nucleétido seleccionada del grupo de la SEC ID N¢
62 a la SEC ID N® 122. En particular, la invencién se refiere a la molécula de ANip
aislada que consta de una secuencia complementaria a una secuencia de nucleétido
seleccionada de la SEC ID 1 ala SEC ID 61 o de la SEC ID N%62 a la 122 para el uso
como medicamento.

[0049] En el aspecto final, la invencién se refiere a la composicion farmacéutica que
consta de un compuesto de ANip aislado como se describe en el presente documento.
En un modo de realizacion, la composicién farmacéutica consta de un compuesto de
ANip aislado que selecciona como diana a la 11 beta-HSD1 en los que el compuesto
de ANip consta de una secuencia complementaria a una secuencia de nucleétido
seleccionada de la SEC ID 1 a la SEC ID 61 o unas secuencias de nucleétidos
seleccionadas del grupo de la SEC ID N2 62 a la SEC ID N° 122.

[0050] Las moléculas de ANip de la invencién y las formulaciones o composiciones de
las mismas pueden administrarse directamente o topicamente (p.ej.: localmente) al ojo
tal y como se conoce generalmente en la materia. Por ejemplo, una molécula de ANip
puede constar de un vehiculo de suministro, incluyendo liposomas, para su
administracién a un sujeto. Los vehiculos y los diluyentes y sus sales pueden estar
presentes en formulaciones farmacéuticamente aceptables. Las moléculas de acido
nucleico pueden administrarse a las células mediante una diversidad de métodos
conocidos por los expertos en la materia, incluyendo, pero sin limitarse a, la
encapsulacion en liposomas, por iontoforesis, o por incorporacion en otros vehiculos,
tales como polimeros biodegradables, hidrogeles, ciclodextrinas, poli (lacti-co-glicélico)
acido (PLGA), y microesferas de PLCA, nanocapsulas biodegradables y microesferas
bioadhesivas, o mediante vectores proteinaceos. En otro modo de realizacion, las
moléculas de &cido nucleico de la invencién también pueden formularse o formar

complejos con polietilenimina y derivados de la misma, tales como derivados de la
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polietilenimina-polietilenglicol-N-acetilgalactosamina (PEI-PEG-GAL) o polietilenimina-
polietilenglicol-tri-N-acetilgalactosamina (PEI-PEG-triGAL).

[0051] Una molécula de ANip de la invencién puede formar complejos con agentes
disruptivos de membrana y/o un lipido catiénico o una molécula de lipido auxiliar.
[0052] Los sistemas de transmision que se pueden utilizar con la invencién incluyen,
por ejemplo, geles acuosos y no acuosos, cremas, emulsiones multiples,
microemulsiones, liposomas, pomadas, disoluciones acuosas y no acuosas, lociones,
aerosoles, bases de hidrocarburo y polvos, y puede contener excipientes tales como
solubilizadores, potenciadores de la permeacion (p.ej.: acidos grasos, ésteres de acido
graso, alcoholes grasos y aminoacidos), y polimeros hidréfilos (p.ej.: policarbdfilo y
polivinilpirrolidona). En un modo de realizacion, el vehiculo farmacéuticamente
aceptable es un liposoma o un potenciador transdérmico.

[0053] Una formulaciéon farmacéutica de la invencién esta en una forma adecuada
para la administracion, p.ej.: administracion sistematica o local, en una célula o en un
sujeto, incluidos, por ejemplo, los humanos. Las formas adecuadas dependen en parte
del uso o de la via de entrada, por ejemplo, oral, transdérmica, o por inyeccion.
También existen otros factores conocidos por los expertos, e incluyen consideraciones
tales como la toxicidad y formas que evitan que la composicién o formulacion ejerzan
su efecto.

[0054] La presente invencién también incluye composiciones preparadas para el
almacenamiento o la administracion que incluyen una cantidad farmacéuticamente
eficaz de los compuestos deseados en un vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Los vehiculos y diluyentes aceptables para su uso terapéutico son
reconocidos en la técnica farmacéutica. Por ejemplo, pueden proporcionarse
conservantes; estabilizantes, colorantes y agentes aromatizantes. Estos incluyen
benzoato sédico, acido sorbico y ésteres del acido p-hidroxibenzoico. Ademas, pueden
utilizarse antioxidantes y agentes de suspension.

[0055] Una dosis eficaz farmacéuticamente es aquella dosis necesaria para prevenir,
inhibir la aparicion, o tratar (aliviar un sintoma en cierta medida, preferentemente todos
los sintomas) de un estado patoldgico. La dosis farmacéuticamente eficaz depende del
tipo de enfermedad, la composicion utilizada, la via de administracion, el tipo de
mamifero a tratar, las caracteristicas fisicas del mamifero especifico examinado, la
medicacién simultanea y otros factores que reconoceran los expertos en la materia
médica.

[0056] Por lo general, se administra una cantidad entre 0,1 mg/kg y 100 mg/kg de
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peso corporal/dia de principios activos.

[0057] Las formulaciones de la invencién pueden administrarse en formulaciones de
dosificacion unitarias que contienen portadores, adyuvantes y/o vehiculos
farmacéuticamente aceptables no téxicos convencionales. Las formulaciones pueden
tener una forma adecuada para su uso oral, por ejemplo, comprimidos, pastillas,
grageas, suspensiones acuosas u oleosas, polvos o granulos dispersables, emulsion,
capsulas duras o blandas, o jarabes o elixires. Las composiciones destinadas a uso
oral pueden prepararse de acuerdo con cualquier método conocido en la técnica para
la fabricacion de composiciones farmacéuticas y dichas composiciones pueden
contener uno 0 mas de dichos agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes
colorantes 0 agentes conservantes para proporcionar  preparaciones
farmacéuticamente atractivas y apetecibles. Los comprimidos contienen el principio
activo mezclado con excipientes farmacéuticamente aceptables no téxicos que son
adecuados para la fabricacién de comprimidos.

[0058] Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes; tales como
carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de sodio;
agentes disgregantes y de granulacion, por ejemplo, almidén de maiz o acido alginico;
agentes aglutinantes, por ejemplo, almidén, gelatina, o goma arabiga; y agentes
lubricantes, por ejemplo, estearato de magnesio, acido estearico o talco. Los
comprimidos pueden no estar revestidos o pueden revestirse mediante técnicas
conocidas. En algunos casos, dichos revestimientos pueden prepararse mediante
técnicas conocidas para retrasar la disgregacion y absorciébn en el tracto
gastrointestinal y, de este modo, proporcionar una accién sostenida durante un periodo
mas prolongado. Por ejemplo, puede emplearse un material retardante tal como
monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.

[0059] Las formulaciones para su uso oral también pueden presentarse como
capsulas de gelatina dura en las que el principio activo se mezcla con un diluyente
solido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin, o como
capsulas de gelatina blandas en las que el principio activo se mezcla con agua o con
un medio oleoso, por ejemplo, aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva.
[0060] Las suspensiones acuosas contienen los materiales activos en una mezcla con
excipientes adecuados para la fabricacion de suspensiones acuosas. Dichos
excipientes son agentes de suspension, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio,
metilcelulosa, hidroxipropilmeticelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma
tragacanto y goma arabiga; agentes dispersantes o humectantes que pueden ser un
fosfatido de origen natural, por ejemplo, lecitina, o productos de condensacién de
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oxido de alqueno con &acidos grasos, por ejemplo, estearato de polioxietileno o
productos de condensacién de éxido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena
larga, por ejemplo, heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensaciéon de 6xido
de etileno con ésteres parciales derivados de &cidos grasos y un hexitol tal como
monooleato de polioxietilensorbitano, o productos de condensacion de 6xido de etileno
con ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo,
monooleato de polietilensorbitano. Las suspensiones acuosas también pueden
contener uno o mas conservantes, por ejemplo, p-hidroxibenzoato de etilo o n-propilo,
uno 0 mas agentes colorantes, uno o0 mas agentes aromatizantes y uno o mas agentes
edulcorantes, tales como sacarosa o sacarina.

[0061] Las suspensiones oleosas pueden formularse mediante la suspension de los
principios activos en un aceite vegetal, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de
oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, 0 en un aceite mineral como la parafina
liquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por
ejemplo, cera de abeja, parafina dura o alcohol cetilico. Pueden anadirse agentes
edulcorantes y agentes aromatizantes para proporcionar preparaciones orales
apetecibles. Estas composiciones pueden conservarse afadiendo un antioxidante
como el &cido ascérbico.

[0062] Los polvos y granulos dispersables adecuados para la preparacion de una
suspension acuosa mediante la adicibn de agua proporcionan el principio activo
mezclado con un agente dispersante o humectante, agente de suspension y uno o
mas conservantes. Los agentes dispersantes 0 humectantes o agentes de suspension
adecuados se ilustran por los ya mencionados anteriormente. También pueden estar
presentes excipientes adicionales, por ejemplo, agentes edulcorantes, aromatizantes y
colorantes.

[0063] Las composiciones farmacéuticas de la invencién también pueden presentarse
en forma de emulsiones de aceite en agua. La fase oleosa puede ser un aceite vegetal
0 un aceite mineral o mezclas de los dos. Los agentes emulsionantes adecuados
pueden ser gomas de origen natural, por ejemplo, goma arabiga o goma tragacanto,
fosfatidos de origen natural, por ejemplo, semilla de soja, lecitina, y ésteres o ésteres
parciales derivados de acidos grasos y hexitol, anhidridos, por ejemplo, monooleato de
sorbitano, y productos de condensacién de dichos ésteres parciales con éxido de
etileno, por ejemplo, monooleato de polioxietilensorbitano. Las emulsiones también
pueden contener agentes edulcorantes y aromatizantes.

[0064] Pueden formularse jarabes y elixires con agentes edulcorantes, por ejemplo,
glicerol, propilenglicol, sorbitol, glocosa o sacarosa. Dichas formulaciones también
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pueden contener un emoliente, un conservante y agentes aromatizantes y colorantes.
Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una suspension acuosa u
oleosa inyectable estéril.

[0065] Esta suspension puede formularse de acuerdo con la técnica conocida
utilizando los agentes de dispersibn o humectantes adecuados y agentes de
suspension que se han mencionado anteriormente.

[0066] Una preparacion inyectable estéril también puede ser una disolucién o
suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente parentalmente aceptable no
téxico, por ejemplo, una solucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes
aceptables que pueden emplearse estdn agua, solucidon de Ringer y solucién de
cloruro de sodio isotdnica. Ademas, se emplean de manera convencional aceites no
volatiles estériles como disolvente 0 medio de suspensién. Con este fin, puede
emplearse cualquier aceite no volatil suave, incluido el mono-o diglicéridos sintéticos.
Ademas, se utilizan acidos grasos tales como acido oleico en la preparacion de
inyectables.

[0067] Las moléculas de acido nucleico de la invencién también pueden administrarse
en forma de supositorios, por ejemplo, para la administracion rectal del farmaco. Estas
composiciones pueden prepararse mezclando el farmaco con un excipiente no irritante
adecuado que sea soélido a temperatura normal, pero liquido a temperatura rectal v,
por lo tanto, se derretira en el recto para liberar el farmaco. Dichos materiales incluyen
manteca de cacao y polietilenglicoles.

[0068] Las moléculas de acido nucleico de la invencion pueden administrarse
parentalmente en un medio estéril. Dependiendo del vehiculo y de la concentracién
utilizados, el farmaco puede o bien suspenderse o bien disolverse en el vehiculo. De
forma ventajosa, pueden disolverse adyuvantes tales como anestésicos locales,
conservantes y agentes de tampon en el vehiculo.

[0069] Se entiende que el nivel de dosis especifico para cada sujeto particular
depende de una diversidad de factores, incluidos la actividad del compuesto especifico
empleado, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de
administracién, la via de administracion y la tasa de excrecién, la combinaciéon de
farmacos y la gravedad de la enfermedad particular que se esté sometiendo a terapia.
[0070] Para la administracion a animales no humanos, la composicion también puede
anadirse al pienso o al agua para beber del animal de modo que el animal ingiera una
cantidad terapéuticamente apropiada junto con su dieta. También seria conveniente

presentar la composicion como una mezcla previa para anadirla al pienso o al agua
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para beber.

[0071] Las moléculas de &cido nucleico de la presente invencion también pueden
administrarse a un sujeto en combinacién con otros compuestos terapéuticos para
aumentar el efecto terapéutico general. El uso de compuestos multiples para tratar una
indicacion puede aumentar los efectos beneficiosos el tiempo que se reduce la
presencia de efectos secundarios.

[0072] Como alternativa, determinadas moléculas de ANip de la presente invencion
pueden expresarse dentro de células a partir de promotores de eucariotas. Pueden
suministrarse vectores recombinantes capaces de expresar las moléculas de ANip y
persistir en las células diana. En su defecto, pueden utilizarse vectores que
proporcionen la expresion transitoria de moléculas de &cido nucleico. Dichos vectores
pueden administrarse repetidamente segun sea necesario. Una vez expresada, la
molécula de ANip interacciona con el ARNm diana y genera una respuesta de ARNi.
La administracién de vectores que expresan moléculas ANip puede ser sistematica,
como mediante administracion intravenosa o intramuscular, mediante la administracién
a células diana retiradas de un sujeto seguido de la reintroducciéon en el sujeto, o
mediante cualquier otro medio que permitiria la introduccién en la célula diana

deseada.

Ejemplos

Obtener los duplex de ARNip

[0073] Preferiblemente, los ARN se sintetizan quimicamente utilizando fosforamiditas
de ribonucle6sido protestadas apropiadamente y un sintetizador de ADN/ARN
convencional. La sustitucion de una o ambas hebras de un duplex de ARNip por
oligoribonucleotidos 2’-desoxi o 2’-O-metil suprime el silenciamiento en extracto de
mosca (Elbashir et al. 2001). Sin embargo, en células de los mamiferos, parece
posible substituir el ARNip con sentido por oligoribonucleétido 2’-O-metil (Ge et al.
RNA interference of influenza virus production by directly targeting mRNA for
degradation and indirectly inhibiting all viral RNA transcription. Proc Natl Acad Sci U S
A., 2003; 100(5):2718-23).

[0074] A conveniencia, los ARNip se obtienen de proveedores de sintesis de oligos de
ARN comerciales, que venden productos de sintesis de ARN de diferente calidad y
coste. En general, 21 nucle6tidos de ARN no son dificiles de sintetizar y se
proporcionan, sin inconvenientes, en una calidad adecuada para ARNi.
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[0075] Entre los proveedores de reactivos de sintesis de ARN se incluyen: Proligo
(Hamburgo, Alemania), Dharmacon Research (Lafayette, Colorado, EEUU), Glen
Research (Sterling, Virginia, EEUU), ChemGenes (Ashland, Massachusetts, EEUU), y
Cruachem (Glasgow, Reino Unido), Qiagen (Alemania), Ambion (EEUU) y Invitrogen
(Escocia). Las empresas de sintesis de ARN anteriores estdn autorizadas a
proporcionas ARNip con una licencia para la validacion de dianas. En particular,
nuestros proveedores de ARNip son Ambion, Dharmacon e Invitrogen, empresas que
ofrecen los servicios de sintesis quimica de aduanas tradicionales para ARNip, y
suministran ARNip con purificacién por cromatografia liquida de alto rendimiento (de
sus siglas en inglés, HPLC) y lo entregan en un formato seco junto con agua libre de
ribonucleasa (RNasa). En las paginas web de los proveedores mencionados
anteriormente, puede encontrarse un recurso online central para metodologias de
ARNi y ARNip, junto con enlaces a servicios y productos adicionales relacionados con
el ARNip

[0076] La fase de hibridacién es necesaria cuando se trabaja con moléculas de ARN
de hebra simple o monocatenarias. Es fundamental que todas las fases de manejo se
lleven a cabo en condiciones libres de RNasa, estériles. Con el fin de hibridar los ARN,
primero deben cuantificarse los oligos mediante absorcién UV a 260 nanémetros (nm).
Por consiguiente, se utiliza el siguiente protocolo basado en Elbashir et al (2001) para
llevar a cabo la hibridacion:
eTomar alicuotas por separado y diluir cada oligo de ARN en una
concentracion de 50 pM.
eCombinar 30 ul de cada solucién de oligo de ARN y 15 pl de 5X tampén de
hibridacion. La concentracion de tampon final es: acetato de potasio 100 mM,
HEPES-KOH 30 mM pH 7,4, acetato de magnesio 2mM). El volumen final es
75 pl.
elncubar la disolucion durante 1 minuto a 90 °C, centrifugar el tubo durante 15
segundos, dejar reposar durante 1 hora a 37 °C, entonces usar a temperatura
ambiente. La disolucion puede almacenarse congelada a -20 °C y congelarse y
descongelarse hasta en 5 ocasiones. La concentracion final de duplex de
ARNip es normalmente 20 uM.
Como alternativa, pueden adquirirse ARNbc ya hibridados de los proveedores.
[0077] También pueden utilizarse acidos nucleicos quimicamente modificados. Por
ejemplo, un resumen de los tipos de modificacion que pueden utilizarse se presenta en
WOO03/070744, el contenido del cual se incluye en el presente documento a modo de
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referencia. Cabe prestar especial atencion de la pagina 11 a la 21 de esta publicacion.
Pueden usarse otras modificaciones posibles como las anteriormente descritas. Los
profesionales de la materia seran conscientes de otros tipos de modificacién quimica
que pueden incorporarse en las moléculas de ARN.

Sistema in vitro

[0078] Para comprobar la especificidad de interferencia por ARNip, se utilizan cultivos
de células diferentes que expresan los genes diana tales como células del epitelio
ciliar no pigmentadas (NPE), células de epitelio ciliar (células dendriticas y mucosa
oral, del inglés OMDC), o células renales embrionarias (conocidas como HEK293).
Como alternativa, se utilizan la linea celular de cancer de vejiga (T-24), la linea celular
de carcinoma de pulmén (A549) o los queratinocitos embrionarios humanos (HEK).

[0079] Las células se incuban con sus correspondientes duplex de ARNip, y se lleva a
cabo el andlisis del silenciamiento de la expresién del gen diana. Con el fin de enlazar
el recorte de ARNip con los fenotipos especificos en células cultivadas, es necesario
demostrar la reduccion de proteinas seleccionadas como diana o, al menos, demostrar

la reduccion de ARNm diana.

[0080] Los niveles de ARNm del gen diana se cuantifican mediante PCR (RT-PCR)
cuantitativo en tiempo real. Ademas, los niveles de proteina se pueden determinar de
diferentes modos reconocidos en la técnica, tales como el andlisis de
inmunotransferencia tipo Western o Western blot con anticuerpos especificos para la
diana, que permite monitorizar directamente la reduccion de la proteina seleccionada

diana.

Transfeccion de duplex de ARNip

[0081] Varios ejemplos de técnicas reconocidas en esta materia son los siguientes:
podemos llevar a cabo una unica transfecciéon de duplex de ARNip utilizando un lipido
cationico, tales como reactivo de transfeccion RNAiFect (Qiagen) y reactivo
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) y un ensayo para el silenciamiento 24, 48 y 72 horas
después de la transfeccion.

[0082] Puede realizarse un protocolo de transfeccion tipica del siguiente modo: para
un pocillo de una placa de 6 pocillos, transfectamos utilizando 100nM como
concentracion final de ARNip. Siguiendo el protocolo de RNAIiFect, el dia anterior a la
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transfeccion, sembramos 2-4 x 10° células por pocillo en 3ml de un medio de cultivo
apropiado, que contenga DNEM, suero al 10%, antibidticos y glutamina, e incubamos
las células en condiciones de crecimiento normales (37 °C y el 5% de CO,). El dia de
la transfeccion, las células tienen que tener una confluencia del 30-50%. Diluimos 15 ul
de duplex de ARNip 20 uM (correspondiente a la concentracién final de 100 nM) en 85
ul de tampén EC-R, para dar un volumen final de 100ul, y mezclamos con agitador
vértex. Para la formacién de complejos, afiadimos 19 ul de reactivo RNAiFect al ARNip
diluido y mezclamos con pipeteo o agitador vortex. Después de incubar las muestras
durante 10-15 minutos a temperatura ambiente para permitir la formacion de
complejos de transfeccidn, afiadimos los complejos gota a gota a las células con 2,9
ml de medio de cultivo nuevo con bajo contenido en antibiéticos. Tras remover las
placas para asegurar una distribucion uniforme de los complejos de transfeccion,
incubamos las células en sus condiciones de crecimiento normales. Al dia siguiente,
se retiran los complejos y se afiade medio de crecimiento completo y nuevo. Con el fin
de monitorizar el silenciamiento génico, se recogen las células a las 24, 48 y 72 horas
después de la transfeccion. El protocolo del reactivo Lipofectamine 2000 es bastante
similar. El dia anterior a la transfeccién, sembramos 2-4 x 10° células por pocillo en 3ml
de un medio de cultivo apropiado, que contenga DNEM, suero al 10%, antibiéticos y
glutamina, e incubamos las células en condiciones de crecimiento normales (37 °C y el
5% de CO,). El dia de la transfeccidn, las células tienen que tener una confluencia del
30-50%. Diluimos 12,5 ul de duplex de ARNip 20 uM (correspondiente a la
concentracion final de 100 nM) en 250ul de DNEM, para dar un volumen final de
262,5ul, y mezclamos. También se diluyen 6ul de Lipofectamine 2000 en 250ul de
DNEM y se mezclan. Después de 5 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se
combinan el oligobmero diluido y el reactivo Lipofectamine diluido para permitir la
formacion de complejos durante 20 minutos de incubacién a temperatura ambiente.
Mas tarde, afiadimos los complejos gota a gota en las células con 2 ml de medio de
cultivo nuevo con bajo contenido en antibidticos y mezclamos cuidadosamente
balanceando la placa hacia delante y hacia atrds, para asegurar la distribucion
uniforme de los complejos de transfeccion. Incubamos las células en sus condiciones
de crecimiento normales y al dia siguiente, se retiran los complejos y se afade un
medio de cultivo completo y nuevo. Con el fin de monitorizar el silenciamiento génico,
se recogen las células a las 24, 48 y 72 horas después de la transfeccion.

[0083] La eficacia de la transfeccién puede depender del tipo de célula, pero también
del numero de pases y la confluencia de las células. También son criticos el tiempo y
la manera de formacion de complejos de ARNip-liposoma (p.eg., inversion frente a
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agitacion con vértex). Las bajas eficacias de transfeccién son la causa mas frecuente
de silenciamiento fallido. Una buena transfeccion no es un tema baladi y necesita
examinarse con cuidado cada linea de células nueva que va a utilizarse. La eficacia de
la transfeccion puede comprobarse mediante la trasnfeccién de genes indicadores, por
ejemplo, un plasmido de expresién de EGFP conducido por CMV (p.ej.: de Clontech) o
un plasmido de expresion de B-Gal y, después, se evalua mediante contraste de fases
y/o microscopia de fluorescencia al dia siguiente.

Pruebas de duplex de ARNip

[0084] Segun la abundancia y el tiempo de vida (o renovacion) de la proteina
seleccionada como diana, un fenotipo silenciado puede ser visible tras 1 o 3 dias, o
incluso mas tarde. En casos en los que no se observa ningun fenotipo, puede
observarse la disminucibn de la proteina mediante inmunofluorescencia o

inmunotransferencia tipo Western.

[0085] Después de las transfecciones, se tratan previamente las fracciones de ARN
total extraidas con DNasa | y se usan para la transcripcién inversa utilizando un
cebador aleatorio. Se amplifica mediante PCR con un par de cebadores especificos
que cubren al menos una unién exén-exén con el objetivo de controlar la amplificacion
de ANRm previos. También se necesita como control la RT/PCR de un ARNm no
seleccionado como diana. La disminucién eficaz de la reduccién aun indetectable de
ARNm de la proteina diana puede indicar que puede existir en la célula una gran
reserva de proteina estable. Como alternativa, puede utilizarse la amplificacién por
PCR en tiempo real para comprobar de un modo mdés preciso la disminucion o
desaparicion de ARNm. La PCR mediante transcriptasa inversa (RT) en tiempo real
cuantifica la cantidad inicial del molde de la manera mas especifica, sensible y
reproducible. La PCR en tiempo real monitoriza la fluorescencia emitida durante la
reaccion como indicador de la produccién de amplicones durante cada ciclo de PCR.
Esta sefial aumenta en proporcién directa con la cantidad de producto de PCR en una
reaccion. Mediante el registro de la cantidad de emision de fluorescencia de cada
ciclo, es posible monitorizar la reaccion de PCR durante la fase exponencial en la que
el primer aumento significativo de la cantidad de producto de PCR se correlaciona con
la cantidad inicial del molde diana.

[0086] Con el fin de verificar el patrén de interferencia de los genes expresivos
diferencialmente identificados en los cultivos de células, se realiza una reaccién en

cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcién inversa (QRT-PCR) de acuerdo
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con el protocolo del fabricante. Para la RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR), se utilizan
aproximadamente 250 ng de ARN total para la transcripcidén inversa seguida de la
amplificacién por PCR con cebadores especificos para cada gen en la mezcla de
reaccion que contiene Master SYBR Green |. Las condiciones de PCR baésicas
constan de una etapa inicial de 30 minutos a 91 °C, seguida de 40 ciclos de 5
segundos a 95 °C, 10 segundos a 62 °C y 15 segundos a 72 °C. Se utilizan
secuencias de cebador especificas correspondientes a cada gen diana. Se utiliza la
cuantificacién de ARNm de b-actina como control para la normalizaciéon de datos. Las
comparaciones de la expresion génica relativas funcionan mejor cuando la expresién
génica del control endbgeno/interno elegido es mas abundante y permanece
constante, en proporcion con el ARN total, entre las muestras. Mediante el uso de un
control endégeno constante como referencia activa, la cuantificacion de una diana de
ARNm puede normalizarse para las diferencias en la cantidad de ARN total afiadido a

cada reaccion.

Estudios en animales

[0087] El conejo neozelandés es la norma de oro en plataformas de experimentos
disenadas para el estudio de la PIO. Es facil de manipular y tiene un ojo grande,
similar en tamano al 6rgano humano. Ademas, los utensilios actuales para medir la
PIO no se adaptan al uso en animales con ojos pequefios, como los ratones y las
ratas. Finalmente, los conejos tienen una PIO (en torno a 23 mm Hg) que puede
reducir hasta el 40% su valor utilizando medicacién hipotensiva comercial local. Por
consiguiente, aunque es posible generar modelos de glaucoma en conejos (por
ejemplo, mediante la obstruccion quirirgica de las venas episcleréticas o la oclusiéon
de la malla trabecular), hemos utilizado conejos normotensos ya que, en nuestras
manos, la disminucién farmacolégica de la PIO puede medirse facil y
reproduciblemente.

Protocolo experimental

[0088] Se utilizaron conejos neozelandeses blancos normotensos (machos de 2-3 kg).
Los animales permanecian en jaulas individuales con acceso libre a comida y agua.
Se los enviaba a ciclos de luz/oscuridad de 12 horas artificiales, para evitar
oscilaciones circadianas no controladas de la PIO. La manipulacién y el trato de los
animales se llevaron a cabo de acuerdo con la Directiva del Consejo de las
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Comunidades Europeas (86/609/EEC) y la declaracién de la Asociacion de
Investigacién en Vision y Oftalmologia (AIVO) sobre el Uso de animales en
investigaciones oftalmoldgicas y en ciencias de la vision.

[0089] Normalmente, los farmacos se administraban mediante la instalacion de un
pequeno volumen (usualmente de 40 pL) en la superficie de la cérnea. Se trataban
ojos contralaterales con el vehiculo solo y podian utilizarse como controles en cada
experimento para que no exista un fendbmeno simpatico con el otro ojo. Deben
suprimirse multiples experimentos en el mismo animal.

[0090] Las mediciones de la PIO se llevaron a cabo con un tonémetro de contacto
(TONOPEN XL, Mentor, Norwell, Massachusetts). El tonémetro TonoPen es muy
practico gracias a su fiabilidad y tamafo pequefio. Las mediciones con este
instrumento se llevaron a cabo con delicadeza aplicando el sensor del tonédmetro en la
superficie de la cérnea. Se ha demostrado que este dispositivo es el tondémetro elegido
para medir las presiones intraoculares dentro de la gama de 3 a 30 mm Hg en conejos
(Abrams et al. Comparison of three tonometers for measuring intraocular pressure in
rabbits. Invest Ophthalmol Vis Sci. 1996 Apr;37(5):940-4.). Todas las mediciones
estaban dentro de este intervalo: el valor de referencia de la presién intraocular era
17,0 £ 0,39 mm Hg (n = 100). Debido a los cambios de la PIO de la noche al dia, todos
los experimentos se llevaron a cabo a la misma hora para permitir una PIO mas
estable y una comparacién objetiva con el tratamiento de vehiculo. Con el objetivo de
evitar sufrimiento al animal, se anestesiaban los conejos tdpicamente
(oxibuprocaina/tetracaina 0,4%/1%, en una solucién salina (1/4 v:v). La soluciéon (10
ul) se aplicaba a la cornea antes de realizar cada medicidén de presién intraocular. Se
aplicaba tépicamente ARNip o solucién salina en la cérnea en volumenes de 40 pl.

[0091] El protocolo estandar para la aplicacion de ARNip en conejos fue el siguiente.
Las dosis de ARNip en la solucion salina (0,9 % p/v) a un volumen final de 40 ul se
aplicaban a un ojo cada dia durante cuatro dias consecutivos. El ojo contrario se tomé
como control y se le instalaban 40 pl de solucion salina estéril (0,9 % p/v), en las
mismas ocasiones. La PIO se media antes de cada aplicacién y a las 2, 4 y 6 horas
siguientes a la instalacion, durante 10 dias. Las respuestas maximas se observaron
entre el segundo y el tercer dia. Con el fin de comparar el efecto del ARNip con otros
compuestos hipotensivos, se probaron Xalatan (latanoprost 0,005%) y Trustop
(Dorzolamida 2%) y se midi6 la PIO en las mismas condiciones. A los conejos se les
tratd segun el protocolo estandar descrito anteriormente. Estos experimentos
demostraron el efecto maximo de dos ARNip en la reduccién de la PIO en conejos
neozelandeses normotensos. Los valores de la Figura 4 representan la media del
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porcentaje de la reduccion de la PIO sobre la medida de control (ojo contralateral con
vehiculo solo) y su error estandar (SD). Los ARNip utilizados son 11HSD/01:
CCACAUCACCAACGCUUCUTAT (SEC ID 133; secuencia de conejo homologa a la
humana SEC ID N¢ 100) y 11HSD/02: CGUCAAUGUAUCAAUCACUITAT (SEC ID
134; secuencia de conejo con el mejor resultado y sin secuencia humana revelada

correspondiente).

[0092] Los resultados también muestran el efecto in vivo del ARNip 11HSO/02 en la
reduccion de la PIO en los conejos neozelandeses normotensos con el paso del
tiempo (Figura 5). Cuatro aplicaciones consecutivas de 265 ug de ARNip produjeron
una disminucién de la PIO de 20,34 sobre la medida de control. Por el contrario, un
ARNip descontrolado no tuvo ningun efecto en los niveles de la PIO. Cada valor
representa la media de porcentaje de la reducciéon de la PIO sobre la medida de

control (ojo contralateral con vehiculo solo) en cuatro animales diferentes.
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Reivindicaciones

1.

10.

Uso de un ANip que selecciona como diana a la 11beta-hidroxiesteroide
deshidrogenasa de tipo 1 (11 beta-HSD1) y capaz de inhibir la expresién de la
11beta-HSD1 en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una
afeccion de ojo caracterizada por una presién intraocular alterada, en la que
dicho medicamento se formula para una administracion tépica en la superficie
de la cérnea de un paciente y es capaz de inhibir la expresion de la 11 beta-
hidroxiesteroide deshidrogenasa 1 en el ojo del paciente.

El uso de la reivindicacion 1, en la que se selecciona la afeccién del ojo de
entre el grupo que comprende glaucoma, infeccion, inflamacion, uveitis,
retinopatia diabética y la expresién de enfermedades sistematicas.

El uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que la
afeccioén del ojo sea un glaucoma.

El uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que ANip es
ARNip.

El uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que ANip
comprende uno o mas oligonucleétidos modificados.

El uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que se utilizan
una pluralidad de especies de ANip.

El uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que el gen
diana es la 11 beta-HSD1, y el ANip que selecciona como diana a una
secuencia seleccionada de la SEC ID N° 1 a la SEC ID N° 61 o a una
secuencia que comprende de la SEC ID N%: 1 ala SEC ID N°: 61.

El uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que las
moléculas de ANip de la invencibn comprenden secuencias de nucle6tidos
seleccionadas del grupo de la SEC ID N? 62 a la SEC ID N°122.

Un compuesto de ANip aislado que selecciona como diana a la 11beta-HSD1 y
capaz de inhibir la expresion de la 11 beta-HSD1, en el que el compuesto de
ANip comprende una secuencia complementaria a una secuencia de
nucleétidos seleccionada de la SEC ID N2: 1 a la SEC ID N2: 61, para su uso
en el tratamiento de una afeccion de ojo caracterizada por una presion
intraocular alterada mediante la administracion topica del ANip en la superficie
de la cornea.

Un compuesto de ANip aislado que selecciona como diana a la 11beta-HSD1 y
capaz de inhibir la expresién de la 11beta-HSD1, en el que el compuesto de
ANip comprende una secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo de la
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SEC ID N? 62 a la SEC ID N? 122, para su uso en el tratamiento de una
afeccion de ojo caracterizada por una presion intraocular alterada mediante la
administracién topica del ANip en la superficie de la cornea.
11. El compuesto de ANip aislado para el uso segun la reivindicacion 9 o la
reivindicacion 10, en las que el ANip comprende un oligonucle6tido modificado.
12. El compuesto de ANip aislado para el uso de cualquiera de las reivindicaciones
dela9ala 11, que ademas comprende salientes 3'.
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Figura 1

Numero de acceso Definiciéon

NM_005525 Hidroxiesteroide (11-beta)
deshidrogenasa 1 (HSD11B1) de homo
sapiens, variante de transcripcién 1;
ARNm

NM_181755 Hidroxiesteroide (11-beta)
deshidrogenasa 1 (HSD11B1) de homo
sapiens, variante de transcripcién 2;
ARNm
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Figura 2

Hidroxiesteroide (11-beta) deshidrogenasa 1
(HSD 11B1)

SEC 1]():1 AAAA;I:A;I"E%CCTCCCCATT
SECID2 |AAATATCTCCTCCCCATTC
SECID 3 AATATCTCCTCCCCATTCT
SECID4 |ATATCTCCTCCCCATTCTG
SECID 5 TATCTCCTCCCCATTCTGG
SECID 6 ACGAGGAATTCAGACCAGA
SECID7 |CGAGGAATTCAGACCAGAG
SEC ID 8 TTCAGACCAGAGATGCTCC
SECID 9 GGAAAGAAAGTGATTGTCA
SECID 10 |AGAAAGTGATTGTCACAGG
SECID 11 |GAAAGTGATTGTCACAGGG
SECID12 |AGTGATTGTCACAGGGGCC
SECID 13 |GTGATTGTCACAGGGGCCA
SECID 14 | AGGGATCGGAAGAGAGATG
SECID IS | GGGATCGGAAGAGAGATGG
SECID 16 | GAGAGATGGCTTATCATCT
SECID 17 | GATGGGAGCCCATGTGGTG
SECID 18 | AAGAAACTCTACAGAAGGT

SECID 19 |AGAAACTCTACAGAAGGTG
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SECID20 |GAAACTCTACAGAAGGTGG
SECID21 |{ACTCTACAGAAGGTGGTAT
SECID22 |CTCTACAGAAGGTGGTATC
SECID23 |GGTGGTATCCCACTGCCTG
SECID24 |GACATGACCTTCGCAGAGC
SEC ID 25 TTTGTTGCCCAAGCAGGAA
SECTD 26 |GCAGGAAAGCTCATGGGAG
|SECID27 | AGCTCATGGGAGGACTAGA
SECID28 |GCTCATGGGAGGACTAGAC
SECID29 [|CCACATCACCAACACTTCT
SECID30 |AAGCATGGAAGTCAACTTC
SECID31 |AGCATGGAAGTCAACTTCC
SECID32 |GCATGGAAGTCAACTTCCT
SECID33 |GTCAACTTCCTCAGTTACG
SECID34 |CTTCCTCAGTTACGTGGTC
SECID35 | GCAGAGCAATGGAAGCATT
SEC ID 36 TGGAAGCATTGTTGTCGTC
SECID37 |GCATTGTTGTCGTCTCCTC
SEC ID 38 AGTGGCTTATCCAATGGTT
SEC ID 39 GTGGCTTATCCAATGGTTG

SEC ID 40 TGGTTGCTGCCTATTCTGC

SECID 41 GCAAGTTTGCTTTGGATGG
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SEC ID 45
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SEC ID 51
SEC ID 52
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SEC ID 58
SEC ID 59
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GTTTGCTTTGGATGGGITC
AGGAATATTCAGTGTCCAG
GGAATATTCAGTGTCCAGG
TATTCAGTGTCCAGGGTCA
TGTATCAATCACTCTCTGT
TCACTCTCTGTGTTCTTGG
ACAGCCATGAAGGCAGTTT
CAGCCATGAAGGCAGTTTC
GGCAGTTTCTGGGATAGTC
GCAGCTCCAAAGGAGGAAT
AGGAGGAATGTGCCCTGGA
GGAGGAATGTGCCCTGGAG
TGTGCCCTGGAGATCATCA
GAAGTGTATTATGACAGCT
GTGTATTATGACAGCTCAC
ATCCATGCAGGAAGATCCT
TCCATGCAGGAAGATCCTG
GATCCTGGAATT’TCTCTAC
TTTCTCTACTCAACGAGCT

CGAGCTATAATATGGACAG
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Figura 3

- Hidroxiesteroide (11-beta) deshidrogenasa 1 (HSD 11B1)

: 5' AAAATATCTCCTCCCCATT 3
SEC ID 62 TN
3 ' UUUUAUAGAGGAGGGGUAR 5!
5' AAATATCTCCTCCCCATTC 3! |
SEC ID 63 NN
3 ' UUUAUAGAGGAGGGGUAAG 5'¢
5' AATATCTCCTCCCCATTCT 3¢
SECID64 TN
3 ' UJUAUAGAGGAGGGGUAAGA 5!
S* ATATCTCCTCCCCATTCTG 3!
SEC ID 65 N N
3¢ UAUAGAGGAGGGGUAAGAC 5!
5' TATCTCCTCCCCATTCTGG 3¢
SEC ID 66 TN
‘3' AUAGAGGAGGGGUAAGACC 5!
5 5+ ACGAGGAATTCAGACCAGA 37
SEC ID 67 o I
3' UGCUCCUUAAGUCUGGUCU &'
5' CGAGGAATTCAGACCAGAG 37
SEC ID 68 FELEEV LTI LRI
3" GCUCCUURAAGUCUGGUCUC &'
5 TTCAGACCAGAGATGCTCC 3!
SECID 69 SR IIRERRER AN
3' AAGUCUGGUCUCUACGAGG 5!
5" GGAAAGAAAGTGATTGTCA 3!
SECID 70 LEVVETLLTEI e
3' CCUUUCUUUCACURAACAGU 5°¢
SEC ) 5% AGADAGTGATTGETCACAGG 3!
ECID71 I
3' UCUUUCACUAACAGUGUCC 5!t
SECID 72 5' GAAAGTGATTGTCACAGGG 3!
TNInIm
3' CUOUUCACUAACAGUGUCCC 5!
S' AGTGATTGCTCACAGCGGECC 31
SECID 73 nmmn
3' UCACUAACAGUGUCCCCGE 5!
5" GTGATTGTCACAGGGGECCA 3¢
SECID 74 I
3" CACUAACAGUGUCCCCGGU 57
5' AGGGATCGGAAGAGAGATGE 3
SECID 75
NN
3" UCCCUAGCCUUCUCUCUAC 5!
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GBGGATCGGAAGAGAGATGG
IR
CCCUAGCCUUCUCUCUACC
GAGAGATGGCTTATCATCT
LT
CUCUCUACCGAAUAGUAGA
GATGGGAGCCCATGTGGTG
NN
CUACCCUCGGGUACACCAC
AARGARACTCTACAGAAGGT
TN
UUCUUUGAGAUGUCUUCCA
AGAAACTCTACAGAAGGTG
NN
UCUUUGAGAUGUCUUCCAC
GAAACTCTACAGAAGGTCG
LT
CUUUGAGAUGUCUUCCACC
ACTCTACAGAAGGTGGTAT
NN
UGAGAUGUCUUCCACCAUA
CTCTACAGAAGGTGGTATC
NN
GACAUGUCUUCCACCAUAG
GOTGETATCCCACTGCCTG
INnnm
CCACCAUAGGGUGACGGAC
GACATGACCTTCGCAGAGC
N
CUGUACUGGAAGCGUCUCG
TTTGTTGCCCAACCAGCEAA
IOnnnn
ARRCARCGGGUUCGUCCUU
GCAGGAAAGCTCATGGGAG

BEASRARENIRERARINNR

CGUCCUUUCGAGUACCCUC
AGCTCATGGGAGGACTAGA
ARRANRRNARRRRR AN
UCGAGUACCCUCCUGAUCU
GCTCATGGGAGGACTAGAC
SRERIRRNARIARRANR
CGAGUACCCUCCUGAUCUG
CCACATCACCARCACTTCT

VPV EER T i

GGUGUAGUGGUUGUGAAGA

AAGCATGCAACTCAACTTC

VLR T

UUCGUACCUUCAGUUGAAG
AGCATGGAAGTCAACTTCC
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NRARERRAARER RN

UCGUACCUUCAGUUGAAGG
GCATGGAAGTCAACTTCCT
EARRRRRRARRRRERR
CGUACCUUCAGUUGAAGGA
GTCAACTTCCTCAGTTACG
RRRRRRRARERRRRNNRE
CAGUUGARGGAGUCRARUGC
CTTCCOTCAGTTACGTGETC
NRRRRRNRRRRARREERE
GAAGGAGUCAAUGCACCAG
GCAGAGCAATGGAAGCATT
ARRRRRRRRRRRRANRRY
CGUCUCGUUACCUUCGUAA
TGGAAGCATTGTTGTCGTC
NERRRRRRNNRARRERNY
ACCUUCGUAACAACAGCAG
GCATTGTTGTCGTCTCCTC
ARRRRRRNRERARRERER
CGUAACAACAGCAGAGGAG
AGTEGGCTTATCCAATEGTT
RERARRRRERRRRERRRY
UCACCGAAUAGCUUACCAR
GTGGCTTATCCAATCGTTG
RERRRRRRERRERRRNNY
CACCGAAUAGGUUACCAAC
TEGTTGCTGCCTATTCTGC
CELTELECTREEEEyrt
ACCAACGACGGAUAAGACG
GCAACTTTCGCTTTGGATGG
Innnm
CGUUCAAACGAAACCUACC
GTTTGCTTTGGATGGGTTC
ANRRRRRERERIRRERRR
CAAACGARACCUACCCRAG
AGGAATATTCAGTGTCCAG
REERRRRRARARRRRRNE
UCCUUAUAAGUCACAGGUC
GEAATATTCAGTGTCCAGG

PULETELILE R

CCUUAUAAGUCACAGGUCC

TATTCAGTGTCCAGGGTCA

CLLPLELTELTL LT

AUAAGUCACAGGUCCCAGU
TGTATCAATCACTCTCTGT

EVTLVLTTTTTLEETL

ACAUAGUUAGUGAGAGACA
TCACTCTCTGIGTTCTIGG

RRNRRARRERRRRRR RN
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AGUGAGAGACACAAGAACC
ACAGCCATGAAGGCAGTTT
RIRREASRRR AN
UGUCGGUACUUCCGUCAAR
CAGCCATGAAGGCAGTTTC
ARRARRRRRAANEER L
GUCGGUACUUCCGUCAAAG
GGCAGTTTCTGGGATAGTC
RERRRARRARRRARANAN
CCGUCAAAGACCCUAUCAG
GCAGCTCCAAAGGAGGAAT
NERRRRRRERRRRANANY
CGUCGAGGUUUCCUCCUUA
AGGAGGAATGTGCCCTGGA
RRRERRARRRENANRNER
UCCUCCUUACACGGGACCU
GGAGGAATGTGCCCTGGAG
LT
CCUCCUUACACGGGACCUC
TGTGCCCTGGAGATCATCA
FIVELV LT T
ACACGGGACCUCUAGUAGU
GRAGTGTATTATGACAGCT
LELLET L
CUUCACAUARUACUGUCGA
GTGTATTATGACAGCTCAC
RERERNRRNANRANANRY
CACAUAAUACUGUCGAGUG
ATCCATGCAGGAAGATCCT
ERNRRSRRARERRRRNAN
URGGUACGUCCUUCUAGGA
TCCATGCAGGAAGATCCTG
SERASRARRARRRANRRN
AGGUACGUCCUUCUAGGAC
GATCCTGGAATTTCTCTAC

VELTLTEEE LT

CUAGGACCUURAAAGAGAUG

TTTCTCTACTCAACGAGCT

NNASRARRSRRRR AN

ARAGAGAUGAGUUGCUCGA
CGAGCTATAATATGGACAG

NEREREARRRNARRRARY
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Figura 4.
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Figura 5
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