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DESCRIPCION
ARN de interferencia para el tratamiento de trastornos relacionados con la ganancia de funcion
Antecedentes de la invencion

ARN de interferencia (ARNi) es el mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional especifico de una
secuencia, iniciado por los ARN bicatenarios (ARNbc) homélogos al gen que se suprime. Los ARNbc son
procesados por Dicer, una ribonucleasa celular Ill, para generar diplex de aproximadamente 21 nt con salientes 3'
(ARN pequefio de interferencia, ARNpi) que median la degradacion del ARNm especifico de una secuencia. En
células de mamiferos, las moléculas de ARNpi son capaces de silenciar especificamente la expresion génica sin
induccion de la via de respuesta inespecifica de interferén. Por lo tanto, los ARNpi se han convertido en una nueva y
poderosa alternativa para otras herramientas genéticas tales como oligonucleétidos antisentido y ribozimas para
analizar la funcién de los genes. Ademas, los ARNpi se estan desarrollando con fines terapéuticos, con el fin de
silenciar los genes causantes de enfermedades en los seres humanos.

Las enfermedades de repeticion de trinucle6tidos comprenden un grupo recientemente reconocido de trastornos
hereditarios. La mutacion genética comdn es un aumento en una serie de una repeticion de trinucledtidos en
particular. Hasta la fecha, la repeticion de trinucle6tidos mas frecuente es CAG, que codifica para el aminoacido
glutamina. Se conocen al menos 9 enfermedades de repeticion de CAG y existen mas de 20 variedades de estas
enfermedades, incluyendo la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Kennedy y muchas enfermedades
espinocerebelosas. Estos trastornos comparten un componente neurodegenerativo en el cerebro y / o la médula
espinal. Cada enfermedad tiene un patrén especifico de neurodegeneracion en el cerebro y la mayoria tiene una
herencia autosémica dominante.

El inicio de las enfermedades en general se produce alrededor de los 30 a 40 afios de edad, pero en la enfermedad
de Huntington repeticiones de CAG en el gen de la Huntingtina de > 60 presagiar un inicio juvenil.

La investigacion reciente por parte de los presentes inventores ha demostrado que la mutacién genética (aumento
de la longitud de repeticiones de CAG desde normal <36 en el gen de la Huntingtina hasta > 36 en el caso de la
enfermedad) se asocia con la sintesis de una proteina Huntingtina mutante, que tiene > 36 poliglutaminas (Aronin et
al., 1995). También se ha demostrado que la proteina forma agregados citoplasmaticos e inclusiones nucleares
(Difiglia et al., 1997) y se asocia con vesiculas (Aronin et al., 1999). Las vias patégenas precisas no se conocen.

Se cree que la enfermedad de Huntington (y por implicacion otras enfermedades de repeticion de trinucledtidos) es
causada, al menos en parte, por interacciones aberrantes de proteinas, que causan deterioro de procesos
neuronales criticos, disfuncidon neuronal y en Ultima instancia la muerte neuronal (neurodegeneracion en areas del
cerebro llamadas el cuerpo estriado y corteza). En la busqueda de un tratamiento efectivo para estas enfermedades,
los investigadores en este campo destacaron la comprension de la patogénesis de la enfermedad y en un principio
trataron de interceder al nivel de las presuntas interacciones de proteinas aberrantes. Sin embargo, no existe un
tratamiento efectivo para la enfermedad de Huntington o de otras enfermedades causadas por repeticién de
trinucledtidos. Ademas, hoy en dia se observa que multiples procesos anormales pueden ser activos en estos tipos
de enfermedad.

Resumen de la invencion
La presente invencion se define en y por medio de las reivindicaciones anexas.

Se han propuesto otros métodos basados en ARNi para la destruccién de genes mutantes en los que los ARNpi
estan dirigidos, por ejemplo, a una mutacién puntual que se presenta en un solo alelo en el gen mutante (por
ejemplo, la mutacion puntual en el gen para la superdxido dismutasa (SOD) asociada con la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA)). Sin embargo, hay una diferencia clave entre la ELA y las enfermedades de repeticion de
trinucledtidos, tales como la enfermedad de Huntington. ELA tiene una mutacién puntual en un alelo como el cambio
genético, mientras que las enfermedades de repeticion de trinucleétidos tienen una region de repeticion de CAG
expandida en un alelo como el cambio genético. El uso de ARNi contra la regiéon de repeticion expandida de CAG
tiene complicaciones potenciales. Se sabe que existen mas de 80 genes normales con regiones de repeticion de
CAG en las células. Por lo tanto, los ARNpi dirigidos a estas repeticiones de CAG no se pueden utilizar sin correr el
riesgo de la destruccion generalizada de los ARNm que contiene la repeticion de CAG normal. Del mismo modo, el
enfoque en sitios no especificos de alelo daria lugar a la pérdida tanto de Huntingtina normal como mutante lo que
provoca disfuncion neuronal.

La invencion utilizan la tecnologia de ARN de interferencia (ARNi) contra regiones polimorficas seleccionadas (es
decir, regiones que contienen polimorfismos especificos alélicos o especificos del alelo) que son distintos del sitio de
mutacion en los genes que codifican proteinas mutantes. La presente invencién proporciona tratamientos efectivos
para enfermedades por ganancia de funcidn resultantes de mutaciones por supresion, mutaciones por insercion,
mutaciones puntuales, y similares, siempre que el gen mutante codifique una proteina que tenga una funcion que
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normalmente no esté asociada con una proteina de tipo silvestre.

La presente invencion proporciona un tratamiento efectivo para la enfermedad de Huntington (HD). La invencion
también puede proporcionar tratamientos efectivos para otros trastornos por poliglutamina y / o una enfermedad por
repeticion de trinucleétidos, como se describe en detalle en la presente invencion.

En una realizacién, la proteina mutante contiene una region de poliglutamina expandida. En otra realizacion, el gen
que codifica la proteina mutante contiene una region de repeticién de trinucleétidos expandida.

La invencion puede utilizar agentes de ARNi homélogos a un polimorfismo alélico en el gen que codifica, por
ejemplo, una proteina Huntingtina mutante para el tratamiento de la enfermedad de Huntington. En una forma de
realizacion preferida, el agente de ARNi puede dirigir un polimorfismo alélico seleccionado del grupo que consiste de
P1-P5. En una forma de realizacion preferida adicional, el agente de ARNi puede dirigir un polimorfismo alélico
seleccionado del grupo que consiste de P6-P43.

En una realizacion adicional, la invencion proporciona agentes de ARNi que constan de una primera y una segunda
cadena que contienen cada una 16 - 25 nucledtidos. La primera cadena de la presente invencion puede ser
homéloga a una regién de un gen que codifica una proteina mutante de ganancia de funcion, en la que la secuencia
de nucleétidos de la proteina mutante de ganancia de funcién comprende un polimorfismo alélico. La segunda
cadena incluye 16 - 25 nucleétidos complementarios a la primera cadena. El agente de ARNi también puede tener
una porcion de bucle que comprende 4 - 11, por ejemplo, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, nucledtidos que conecta las dos
secuencias de nucle6tidos. La region objetivo de la secuencia de ARNm se puede localizar en una regién 5' no
traducida (UTR) o una UTR 3' del ARNm de una proteina mutante.

La invencién proporcionar un constructo de expresion que comprende un acido nucleico aislado que codifica una
molécula de &acido nucleico con una primera secuencia de 16 - 25 nucleétidos homadlogos a un polimorfismo alélico
dentro de, por ejemplo, el gen que codifica una proteina Huntingtina mutante. El constructo de expresién puede ser,
por ejemplo, un vector viral, un vector retroviral, un casete de expresion o un plasmido. El constructo de expresion
puede tener también una secuencia del promotor de la ARN polimerasa Il o una secuencia del promotor de la ARN
Polimerasa I, tal como, el promotor de ARNpn U6 del promotor H1.

En aln otras formas de realizacion, la presente invencion proporciona células huésped (por ejemplo, células de
mamifero) que comprenden moléculas de acido nucleico y constructos de expresion de la presente invencion.

En incluso otras formas de realizacion, la presente invencidn proporciona composiciones terapéuticas que
comprenden las moléculas de acido nucleico de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

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

Breve descripcion de los dibujos

Figuras la - k: gen de la Huntingtina humana, secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 1)

Figuras 2a - b: proteina Huntingtina humana, secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 2)

Figura 3: Sentido (SEQ ID NO: 3) y antisentido (SEQ ID NO: 4) de la secuencia se ARN objetivo de la Huntingtina
(htt)

Figuras 4: Andlisis termodinamico de los extremos 5’ de la cadena de ARNpi para el duplex de ARNpi

Figuras 5a - c: Reacciones de ARNi in vitro programadas con ARNpi que dirige un polimorfismo dentro del ARNm de
la Huntingtina (htt). (a) ARNpi estandar. (b) ARNpi mejorado mediante la reduccion de la fuerza de apareamiento de
bases del extremo 5' de la cadena antisentido del duplex de ARNpi. (c) ARNpi mejorado mediante la reduccion del
extremo 5' no emparejado de la cadena antisentido del duplex de ARNpi.

Figura 6a - b. ARNi de la proteina Htt enddgena en células HelLa. (a) inmunotransferencia de la proteina Htt humana.
(b) Cuantificacion de la misma.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion utiliza tecnologia de interferencia de ARN (ARNi) contra los polimorfismos alélicos situados
dentro de un gen que codifica una proteina mutante de ganancia de funcion. EI ARNi destruye el correspondiente
ARNmM mutante con especificidad y selectividad de nucleétidos. Agentes de ARN de la presente invencion son
dirigidos a las regiones polimoérficas de un gen mutante, lo que resulta en la escision del ARNm mutante. Estos
agentes de ARN, actlan a través de una serie de interacciones proteina-nucleétido, para escindir los ARNm
mutantes. Las células destruyen el ARNm escindido, impidiendo asi la sintesis de la proteina mutante
correspondiente por ejemplo, la proteina Huntingtina.

La invencion puede utilizar agentes de ARNi homodlogos a un polimorfismo alélico en el gen que codifica, por
ejemplo, una proteina Huntingtina mutante para el tratamiento de la enfermedad de Huntington. El agente de ARNi
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puede dirigir el polimorfismo alélico seleccionado del grupo que consiste de P1-P5. El agente de ARNi puede dirigir
un polimorfismo alélico seleccionado del grupo que consiste de P6-P43.

En una realizacion adicional, la invencion proporciona agentes de ARNi que comprenden de una primera y una
segunda cadenas cada una conteniendo 16-25 nucledtidos. La primera cadena de la presente invencion es
homologa a una region de un gen que codifica una proteina mutante de ganancia de funcién, en donde la secuencia
de nucleétidos de la proteina mutante de ganancia de funcién comprende un polimorfismo alélico. La segunda
cadena incluye 16-25 nucledtidos complementarios a la primera cadena. El agente de ARNi también puede tener
una porcion de bucle que comprende 4-11, por ejemplo, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, nucle6tidos que conectan las dos
secuencias de nucleétidos. La region objetivo de la secuencia de ARNm se puede localizar en una region 5' no
traducida (UTR) o una UTR 3' del ARNm de una proteina mutante.

La invencién puede proporcionar un constructo de expresion que comprende un acido nucleico aislado que codifica
una molécula de acido nucleico con una primera secuencia de 16-25 nucle6tidos homologos a un polimorfismo
alélico dentro de, por ejemplo, el gen que codifica una proteina Huntingtina mutante. El constructo de expresion
puede ser, por ejemplo, un vector viral, un vector retroviral, un casete de expresion o un plasmido. El constructo de
expresion también puede tener una secuencia del promotor de la ARN polimerasa Il 0 una secuencia del promotor
de la ARN Polimerasa I, tal como, el promotor de ARNpn U6 del promotor H1.

En aun otras formas de realizacion, la presente invencion proporciona células huésped (por ejemplo, células de
mamifero) que comprenden moléculas de acido nucleico y constructos de expresion de la presente invencion.

En incluso otras formas de realizacion, la presente invencion proporciona composiciones terapéuticas que
comprenden las moléculas de acido nucleico de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Para que la invencion pueda entenderse mas facilmente, se definen primero ciertos términos.

El término "nucledsido” se refiere a una molécula que tiene una base de purina o de pirimidina enlazada
covalentemente a un azUcar de ribosa o de desoxirribosa. Los nucledsidos de ejemplo incluyen adenosina,
guanosina, citidina, uridina y timidina. Ejemglos adicionales de nucledsidos incluyen inosina, 1-metil inosina,
seudouridina, 5,6-dihidrouridina, ribotimidina, “N-metilguanosina y 2'ZN,N-dimetiIguanosina (también denominados
como nucleodsidos "raros"). El término "nucledtido” se refiere a un nucledsido que tiene uno o mas grupos fosfato
unidos en enlaces éster a la fraccion de azlcar. Los ejemplos de nucledtidos incluyen monofosfatos, difosfatos y
trifosfatos de nucledsidos. Los términos "polinucleétido” y "molécula de acido nucleico" se utilizan aqui de forma
intercambiable y se refieren a un polimero de nucleétidos unidos entre si por un enlace fosfodiéster entre los atomos
de carbono 5'y 3'.

El término "ARN" o "molécula de ARN" o "molécula de acido ribonucleico" se refiere a un polimero de
ribonucleédtidos. El término "ADN" o "molécula de ADN" o "molécula de acido desoxirribonucleico” se refiere a un
polimero de desoxirribonucleétidos. EI ADN y el ARN se pueden sintetizar de forma natural (por ejemplo, por
replicacién del ADN o transcripcion del ADN, respectivamente). EI ARN puede ser post-transcripcionalmente
modificado. EI ADN y el ARN también se pueden sintetizar quimicamente. EI ADN y el ARN pueden ser
monocatenarios (es decir, ADNmc y ARNmc, respectivamente) o multicatenarios (por ejemplo, bicatenarios, es decir,
ADNbc y ARNDbc, respectivamente). "ARNmM" o "ARN mensajero" es ARN monocatenario que especifica la secuencia
de aminoacidos de una o mas cadenas polipeptidicas. Esta informacion se traduce durante la sintesis de proteina
cuando los ribosomas se enlazan al ARNm.

Como se usa en la presente invencion, el término "ARN pequefio de interferencia” ("ARNpi") (también denominado
en la técnica como "ARN corto de interferencia”) se refiere a un ARN (o analogo de ARN) que comprende entre
aproximadamente 10-50 nucleétidos (o analogos de nucleétido) que es capaz de dirigir o mediar la interferencia de
ARN. Preferiblemente, un ARNpi comprende entre aproximadamente 15-30 nucleétidos o analogos de nucleotido,
mas preferiblemente entre aproximadamente 16-25 nucledtidos (o0 analogos de nucledétido), aun mas preferiblemente
entre aproximadamente 18-23 nucleétidos (o andlogos de nucledtido), y aun mas preferiblemente entre
aproximadamente 19-22 nucledtidos (o analogos de nucleétido) (por ejemplo, 19, 20, 21 o 22 nucleétidos o analogos
de nucledtido). El término ARNpi "corto" se refiere a un ARNpi que comprende ~21 nucledtidos (o analogos de
nucleétido), por ejemplo, 19, 20, 21 o 22 nucleétidos. El término ARNpi "largo” se refiere a un ARNpi que comprende
~24-25 nucledtidos, por ejemplo, 23, 24, 25 0 26 nucleétidos. Los ARNpi cortos pueden, en algunos casos, incluir
menos de 19 nucleétidos, por ejemplo, 16, 17 o 18 nucleétidos, siempre que el ARNpi mas corto retenga la
capacidad para mediar el ARNi. Del mismo modo, los ARNpi largos pueden, en algunos casos, incluir mas de 26
nucleotidos, siempre que el ARNpi mas largo retenga la capacidad para mediar el ARNi sin un procesamiento
adicional, por ejemplo, un procesamiento enzimatico, para un ARNpi corto.

El término "analogo de nucleétido” o "nucleétido alterado” o "nucleétido modificado" se refiere a un nucleétido no
estandar, que incluye ribonucleétidos o desoxirribonucledtidos que no son de origen natural. Los analogos de
nucleotido preferidos se modifican en cualquier posicion con el fin de alterar ciertas propiedades quimicas del
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nucleétido reteniendo adn la capacidad del analogo de nucleétido para llevar a cabo su funcién prevista. Ejemplos
de las posiciones del nucleétido que puede ser sometidas a derivacion incluyen la posicién 5, por ejemplo, 5-(2-
amino) propil uridina, 5-bromo uridina, 5-propino uridina, 5-propenil uridina, etc.; la posiciéon 6, por ejemplo, 6-(2-
amino) propil uridina; la posicion 8 para adenosina y / o guanosinas, por ejemplo, 8-bromo guanosina, 8-cloro
guanosina, 8-fluoroguanosina, etc. Los analogos de nucleotido también incluyen nucleétidos desaza, por ejemplo, 7-
desaza-adenosina; nucleotidos O- y N-modificados (por ejemplo, alquilados, por ejemplo, la N6-metil adenosina, o
como también se conocen en el arte); y otros analogos de nucleétido modificados en forma heterociclica tales como
aquellos descritos en Herdewijn, Antisense Nucleic Acid Drug Dev., 2000 agosto 10 (4): 297 - 310.

Los analogos de nucleétido también pueden comprender modificaciones a la porcion de azucar de los nucleétidos.
Por ejemplo, el grupo 2' OH puede ser reemplazado por un grupo seleccionado entre H, OR, R, F, Cl, Br, I, SH, SR,
NH2, NHR, NR2, COOR, u OR, en donde R es alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo C1-Cs sustituido o no sustituido, etc.
Otras posibles modificaciones incluyen aquellas descritas en las patentes de los Estados Unidos Nos. 5.858.988, y
6.291.438.

El grupo fosfato del nucledtido también puede modificarse, por ejemplo, mediante la sustitucién de uno o mas de los
oxigenos del grupo fosfato con azufre (por ejemplo, fosforotioatos), o haciendo otras sustituciones que permitan que
el nucledtido lleve a cabo su funcién prevista, como se describe, por ejemplo, en Eckstein, Antisense Nucleic Acid
Drug Dev. 2000 abril 10 (2): 117 - 21, Rusckowski et al. Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 2000 octubre 10 (5): 333 -
45, Stein, Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 2001 octubre 11 (5): 317 - 25, Vorobjev et al. Antisense Nucleic Acid
Drug Dev. 2001 abril 11 (2): 77 - 85, y la patente de los Estados Unidos No. 5.684.143. Algunas de las
modificaciones anteriormente referenciadas (por ejemplo, modificaciones del grupo fosfato) disminuyen
preferiblemente la velocidad de hidrdlisis, por ejemplo, de polinucleétidos que comprenden dichos analogos in vivo o
in vitro.

El término "oligonucledtido” se refiere a un polimero corto de nucleétidos y / o de analogos de nucleétido. El término
"analogo de ARN" se refiere a un polinucleétido (por ejemplo, un polinucledétido sintetizado quimicamente) que tiene
al menos un nucledtido alterado o modificado en comparacion con un ARN correspondiente no alterado o no
modificado, pero que retiene la misma naturaleza o funcién o una similar que el correspondiente ARN inalterado o no
modificado. Como se discutié anteriormente, los oligonucledtidos se pueden enlazar a través de los enlaces que dan
como resultado una menor tasa de hidrolisis del andlogo de ARN en comparacion con una molécula de ARN con
enlaces fosfodiéster. Por ejemplo, los nucleétidos del analogo pueden comprender enlaces metileno diol, etileno diol,
oximetiltio, oxietiltio, oxicarboniloxi, fosforodiamidato, fosforamidato, y / o fosforotioato. Los analogos de ARN
preferidos incluyen ribonucleétidos y / o desoxirribonucleétidos modificados en su cadena principal y/o el azucar.
Tales alteraciones o modificaciones pueden incluir ademas de material no nucleotidico, tal como el(los) extremo(s)
del ARN o internamente (en uno o mas nucleotidos del ARN). Un andlogo de ARN so6lo necesita ser suficientemente
similar al ARN natural que tenga la capacidad para mediar la interferencia de ARN.

Como se usa aqui, el término "ARN de interferencia” ("ARNI") se refiere a una degradacion intracelular selectiva del
ARN. El ARNi se produce en las células de forma natural para remover los ARN foraneos (por ejemplo, ARN virales).
El ARNi natural procede a través de fragmentos escindidos del ARNbc libre que dirige el mecanismo de degradacion
a otras secuencias de ARN similares. Alternativamente, el ARNi puede ser iniciado por la mano del hombre, por
ejemplo, para silenciar la expresion de los genes objetivo.

Un agente de ARNi que tiene una cadena que es una "secuencia suficientemente complementaria con una
secuencia de ARNm objetivo para dirigir la interferencia de ARN especifica del objetivo (ARNi)" significa que la
cadena tiene una secuencia suficiente para activar la destrucciéon del ARNm objetivo mediante la maquinaria o el
proceso del ARNi.

Como se usa aqui, el término "ARN aislado" (por ejemplo, "ARNpi aislado" o "precursor de ARNpi aislado") se refiere
a moléculas de ARN que estan sustancialmente libres de otro material celular, 0 medio de cultivo cuando se produce
por técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se
sintetiza quimicamente.

El término "in vitro" tiene su significado reconocido en la técnica, por ejemplo, la participacion de reactivos o
extractos purificados, por ejemplo, extractos de células. El término "in vivo" también tiene su significado reconocido
en la técnica, por ejemplo, la participacion de células vivas, por ejemplo, células inmortalizadas, células primarias,
lineas celulares, y / o células en un organismo.

Tal como se usa en el presente documento, el término "transgén" se refiere a cualquier molécula de acido nucleico,
gue se inserta por un medio artificial en una célula, y se convierte en parte del genoma del organismo que se
desarrolla a partir de la célula. Tal transgén puede incluir un gen que es parcial o totalmente heterélogo (es decir,
foraneo) para el organismo transgénico, o puede representar un gen homologo a un gen endégeno del organismo. El
término "transgén" también significa una molécula de acido nucleico que incluye una o mas secuencias de acido
nucleico seleccionadas, por ejemplo, los ADN que codifican uno o mas precursores de ARN modificados por
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ingenieria genética, para ser expresados en un organismo transgénico, por ejemplo, animal, que es en parte o
enteramente heterélogo, es decir, foraneo, al animal transgénico, u homodlogo a un gen enddégeno del animal
transgénico, pero que esta disefiado para ser insertado en el genoma del animal en una ubicacién que difiere de
aquella del gen natural. Un transgén incluye uno o mas promotores y cualquier otro ADN, tal como intrones,
necesarios para la expresion de la secuencia de acido nucleico seleccionado, todos operativamente enlazados a la
secuencia seleccionada, y pueden incluir una secuencia potenciadora.

Un gen "involucrado" en una enfermedad o trastorno incluye un gen, la expresion normal o aberrante o la funcion
que afecta o causa la enfermedad o trastorno o al menos un sintoma de dicha enfermedad o trastorno.

El término "mutacion de ganancia de funcion" como se usa aqui, se refiere a cualquier mutacion en un gen en el que
la proteina codificada por dicho gen (i e., La proteina mutante) adquiere una funcién que normalmente no esta
asociada con la proteina (es decir, la proteina de tipo silvestre) lo que causa o contribuye a una enfermedad o
trastorno. La mutacién de ganancia de funciéon puede ser una supresion, adicion o sustitucién de un nucleétido o
nucleétidos en el gen que da lugar al cambio en la funcién de la proteina codificada. La mutacién de ganancia de
funcion cambia la funcién de la proteina mutante o causa interacciones con otras proteinas. La mutacién de
ganancia de funciéon puede provocar una disminucion o la remocién de la proteina de tipo silvestre normal, por
ejemplo, por la interaccion de la proteina mutante alterada, con dicha proteina de tipo silvestre normal.

El término "polimorfismo" como se usa aqui, se refiere a una variacion (por ejemplo, una supresion, insercion, o
sustitucion) en una secuencia génica que se identifica o se detecta cuando se comparan la misma secuencia génica
de diferentes fuentes de sujetos (pero del mismo organismo). Por ejemplo, un polimorfismo puede ser identificado
cuando se comparan la misma secuencia del gen de diferentes sujetos (pero del mismo organismo). La identificacion
de tales polimorfismos es de rutina en la técnica, siendo similares las metodologias a aquellas utilizadas para
detectar, por ejemplo, mutaciones puntuales de cancer de mama. La identificacién puede ser hecha, por ejemplo, a
partir del ADN extraido de linfocitos de un sujeto, seguido de la amplificacion de regiones polimérficas utilizando
cebadores especificos para dicha region polimorfica. Alternativamente, el polimorfismo se puede identificar cuando
se comparan dos alelos del mismo gen. Una variaciéon en la secuencia entre dos alelos del mismo gen dentro de un
organismo se denomina aqui como un "polimorfismo alélico". El polimorfismo puede estar en un nucleétido dentro de
una region de codificacion, pero, debido a la degeneracion del codigo genético, no se codifica ningiin cambio en la
secuencia de aminoacidos. Alternativamente, las secuencias polimoérficas pueden codificar un aminoacido diferente
en una posicion particular, pero el cambio en el aminoacido no afecta la funcién de la proteina. También se pueden
encontrar regiones polimérficas en las regiones no codificantes del gen.

El término "dominio de poliglutamina,” tal como se utiliza aqui, se refiere a un segmento o dominio de una proteina
gue consiste de residuos de glutamina consecutivos enlazados a enlaces peptidicos. En una realizacion, la regién
consecutiva incluye al menos 5 residuos de glutamina.

El término "dominio expandido de poliglutamina” o "segmento expandido de poliglutamina”, como se usa aqui, se
refiere a un segmento o dominio de una proteina que incluye al menos 35 residuos de glutamina consecutivos
unidos por enlaces peptidicos. Tales segmentos expandidos se encuentran en sujetos afectados con un trastorno de
poliglutamina, tal como se describe en el presente documento, ya sea que el sujeto haya demostrado o no que
manifiesta sintomas.

El término "repeticion de trinucledtidos" o "region de repeticion de trinucledtidos" como se usa aqui, se refiere a un
segmento de una secuencia de acido nucleico por ejemplo, que consiste de repeticiones consecutivas de una
secuencia particular de trinucledtidos. Las repeticiones de trinucleétidos pueden incluir al menos 5 secuencias
consecutivas de trinucledtidos. Los ejemplos de secuencias de trinucledtidos incluyen, pero no se limitan a, CAG,
CGG, GCC, GAA, CTG, y/ 0 CGG.

El término "enfermedades de repeticién de trinucleétidos" como se utiliza aqui, se refiere a cualquier enfermedad o
trastorno caracterizado por una region de repeticion expandida de trinucledtidos situada dentro de un gen, siendo la
region de repeticion expandida de trinucledtidos la causante de la enfermedad o el trastorno. Los ejemplos de
enfermedades de repeticion de trinucledtidos incluyen, pero no se limitan a ataxia espinocerebelosa tipo 12, ataxia
espinocerebelosa tipo 8, sindrome de X fragil, retardo mental de XE fragil, ataxia de Friedreich y la distrofia
miotdnica. Las enfermedades de repeticion de trinucledtidos preferidas para el tratamiento de acuerdo con la
presente invencién son aquellas caracterizadas o causadas por una region de repeticion expandida de trinucle6tidos
en el extremo 5' de la region de codificacion de un gen, el gen que codifica una proteina mutante que causa o es la
causante de la enfermedad o el trastorno. Ciertas enfermedades de trinucleétidos, por ejemplo, el sindrome de X
fragil, donde la mutacion no esta asociada con una region de codificacion pueden no ser adecuadas para el
tratamiento de acuerdo con la presente invencion, ya que no hay un ARNm adecuado para ser dirigido por el ARNi.
En contraste, una enfermedad tal como la ataxia de Friedreich puede ser adecuada para el tratamiento de acuerdo
con las metodologias de la invencién porque, a pesar de que la mutacion causante no esta dentro de una region de
codificacion (es decir, se encuentra dentro de un intrén), la mutacién puede estar dentro, por ejemplo, de un
precursor de ARNm (por ejemplo, un precursor de ARNm empalme previamente).
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El término "trastorno de poliglutaminas" como se usa aqui, se refiere a cualquier enfermedad o trastorno
caracterizado por un expansion de las repeticiones (CAG), en el extremo 5' de la region de codificacién (que codifica
por lo tanto una region expandida de poliglutamina en la proteina codificada). En una forma de realizacion, los
trastornos de poliglutamina se caracterizan por una degeneracion progresiva de las células nerviosas. Los ejemplos
de trastornos de poliglutamina incluyen, pero no se limitan a: la enfermedad de Huntington, ataxia espinocerebelosa
tipo 1, ataxia espinocerebelosa tipo 2, ataxia espinocerebelosa tipo 3 (también conocida como enfermedad de
Machado-Joseph), y ataxia espinocerebelosa tipo 6, ataxia espinocerebelosa tipo 7 y atrofia dentato-rubro-palido-
Luisiana.

La frase "examen de la funciéon de un gen en una célula u organismo" se refiere al examen o estudio de la expresion,
actividad, funcion o fenotipo que surge de los mismos.

Diversas metodologias de la presente invencion incluyen una etapa que implica la comparacion de un valor, nivel,
rasgo, caracteristica, propiedad, etc. para un "control adecuado”, a que se hace referencia indistintamente en este
documento como un "control adecuado”. Un "control adecuado"” o "control apropiado” es cualquier control o estandar
familiar para alguien normalmente capacitado en la técnica util para propositos de comparacién. Un "control
adecuado" o "control apropiado” puede ser un valor, nivel, rasgo, caracteristica, propiedad, etc. determinado antes
de la realizacion de una metodologia de ARNi, como se describe en el presente documento. Por ejemplo, una tasa
de transcripcion, nivel de ARNm, tasa de traduccion, nivel de proteina, actividad biolégica, caracteristica o propiedad
celular, genotipo, fenotipo, etc. se pueden determinar antes de la introduccion de un agente de ARNi de la invencién
en una célula u organismo. Un "control adecuado" o “"control apropiado” puede ser un valor, nivel, rasgo,
caracteristica, propiedad, etc. determinado en una célula u organismo, por ejemplo, un control o una célula normal u
organismo, que exhiba, por ejemplo, rasgos normales. Un "control adecuado" o "control apropiado” es un valor, nivel,
funcién, caracteristica, propiedad predefinida, etc.

Varios aspectos de la invencion se describen con mas detalle en las siguientes subsecciones.
I. Trastornos de poliglutamina

Los trastornos de poliglutamina son una clase de enfermedades o trastornos caracterizados por una mutacion
genética comun. En particular, la enfermedad o los trastornos se caracterizan por una repeticion expandida del
trinucleétido CAG que da lugar, en la proteina codificada, a un tramo expandido de residuos de glutamina. Los
trastornos de poliglutamina son similares en que las enfermedades se caracterizan por una degeneracion progresiva
de las células nerviosas. A pesar de sus similitudes, los trastornos de poliglutamina se presentan en diferentes
cromosomas Yy por lo tanto se presentan en segmentos totalmente diferentes del ADN. Los ejemplos de trastornos
de poliglutamina incluyen la enfermedad de Huntington, la atrofia dentato-rubro-palido-Luisiana, atrofia espinobulbar
muscular, ataxia espinocerebelosa tipo 1, ataxia espinocerebelosa tipo 2, ataxia espinocerebelosa tipo 3, ataxia
espinocerebelosa tipo 6 y ataxia espinocerebelosa tipo 7 (Tabla 3).

Tabla 1. Trastornos poliglutamina

Enfermedad Gen Locus Proteina Tamano de la
repeticion CAG
Normal Enfermedad

Atrofia espinobulbar muscular

(enfermedad de Kennedy) AR Xgl3-21  Receptor andrégeno (AR) 9-36 38-62
Enfermedad de Huntington HD 4p16.3 Huntingtina 6-35 36-121
Atrofia dentato-rubro-palido-Luisiana

(sindrome de Haw-River) DRPLA 12p13.31 Atrofina-1 6-35 49-88
Ataxia espinocerebelosa tipo 1 SCA1l 6p23 Ataxina-1 6-44° 39-82
Ataxia espinocerebelosa tipo 2 SCA2 12g24.1 Ataxina-2 15-31 36-63
Ataxia espinocerebelosa tipo 3 SCA3

(enfermedad de Machado-Joseph) (MJD1) 14q32.1 Ataxina-3 12-40 55-84

Subunidad del canal de

calcio que depende del
Ataxia espinocerebelosa tipo 6 SCA6 19p13 voltaje aia 4-18 21-33
Ataxia espinocerebelosa tipo 7 SCA7 13p12-13 Ataxina-7 4-35 37-306

% Los alelos con 21 o mas repeticiones son interrumpidos por 1-3 unidades CAT; los alelos de enfermedad
contienen tramos de CAG.

Los trastornos de poliglutamina de la invencion se caracterizan por (por ejemplo, los dominios que tienen
aproximadamente entre 30 a 35 residuos de glutamina, aproximadamente entre 35 a 40 residuos de glutamina,
aproximadamente entre 40 a 45 residuos de glutamina y tienen alrededor de 45 o mas residuos de glutamina. El
dominio de poliglutamina contiene tipicamente residuos de glutamina consecutivos (Q n > 36).
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Il. Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington, hereda como una enfermedad autosémica dominante, provoca deterioro de la
cognicion y enfermedad motora. Los pacientes pueden vivir mas de una década con una debilidad severa, antes de
la muerte prematura por hambre o infeccion. La enfermedad comienza en la cuarta o quinta década de la mayoria de
los casos, pero un subgrupo de pacientes manifiesta la enfermedad en la adolescencia. La mutacion genética para
la enfermedad de Huntington es una repeticion de CAG alargada en el gen de la Huntingtina. La repeticion de CAG
varia en nimero de 8 a 35 en los individuos normales (Kremer et al., 1994). La mutaciéon genética por ejemplo, un
aumento de la longitud de la repeticiones de CAG desde normal hasta menos de 36 en el gen de la Huntingtina
hasta mas de 36 en la enfermedad se asocia con la sintesis de una proteina Huntingtina mutante, que tiene mas de
36 poliglutamatos (Aronin et al., 1995). En general, los individuos con 36 o mas repeticiones de CAG tendran la
enfermedad de Huntington. Prototipico de hasta veinte otras enfermedades con un CAG alargado como la mutacién
subyacente, la enfermedad de Huntington todavia no tiene ninguna terapia efectiva. Una variedad de intervenciones
- tales como la interrupcion de las rutas apoptéticas, la adicion de reactivos para reforzar la eficiencia mitocondrial, y
el bloqueo de los receptores NMDA - han demostrado ser prometedores en cultivos celulares y en el modelo de
raton de la enfermedad de Huntington. Sin embargo, en el mejor de estos enfoques se pone de manifiesto una corta
prolongacién de la supervivencia celular o animal.

La enfermedad de Huntington cumple con el dogma central de la genética: un gen mutante sirve como una plantilla
para la produccion de un ARNm mutante; el ARNm mutante entonces dirige la sintesis de una proteina mutante
(Aronin et al., 1995; DiFiglia et al., 1997). La Huntingtina mutante (proteina) probablemente se acumula en neuronas
selectivas en el cuerpo estriado y la corteza, interrumpe hasta aqui actividades celulares determinadas, y causa
disfuncion neuronal y la muerte (Aronin et al., 1999; Laforet et al., 2001). Debido a que una sola copia de un gen
mutante es suficiente para causar la enfermedad de Huntington, el tratamiento mas parsimonioso volveria al gen
mutante ineficaz. Enfoques tedricos podrian incluir la detencién de la transcripcion del gen de la Huntingtina mutada,
la destruccion del ARNm mutante, y el bloqueo de la traduccién. Cada uno tiene el mismo resultado - la pérdida de la
Huntingtina mutante.

Ill. Gen de la Huntingtina

El gen de la enfermedad relacionada con la enfermedad de Huntington se llama Huntington o (htt). El locus de la
Huntingtina es grande, abarcando 180 kb y que consiste de 67 exones. El gen de la Huntingtina se expresa
ampliamente y es necesario para el desarrollo normal. Se expresa como 2 formas alternativamente poliadeniladas
que muestran diferente abundancia relativa en diversos tejidos fetales y adultos. El transcripto mas grande es de
aproximadamente 13,7 kb y se expresa predominantemente en el cerebro fetal y de adultos, mientras que el
transcripto mas pequefio de aproximadamente 10,3 kb es mas ampliamente expresado. Los dos transcriptos difieren
con respecto a sus regiones 3' no traducidas (Lin et al., 1993). Se predice que ambos mensajes codifican una
proteina de 348 kilodaltons que contiene 3144 aminoéacidos. Se cree que el defecto genético que conduce a la
enfermedad de Huntington confiere una nueva propiedad en el ARNm o altera la funcion de la proteina. La
secuencia de aminoacidos de la proteina Huntingtina humana se expone en la Figura 2 (SEQ ID NO: 2).

Una secuencia de nucleétidos consenso del gen de Huntingtina humana (ADNCc) se expone en la Figura 1 (SEQ ID
NO: 1). La region de codificacion consiste de los nucleétidos 316 - 9750 de la SEQ ID NO: 1. Las dos sefiales de
poliadenilacién alternativas se encuentran en los nucleétidos 10.326 a 10.331 y los nucleétidos 13.644 a 13649,
respectivamente. Los dos sitios de poliadenilacion correspondientes se encuentran en los nucledtidos 10348 y
13672, respectivamente. La primera sefial / sitio de poliadenilaciéon es aquella del transcripto de 10,3 kb. La segunda
sefial / sitio de poliadenilacion es aquella del transcripto de 13,7 kb, el transcripto predominante en el cerebro.

Se identificaron cinco (5) polimorfismos en el gen htt humano como se describe en el Ejemplo |. Se han identificado
38 polimorfismos adicionales en la secuencia del gen de la Huntingtina a través del andlisis de SNP (polimorfismo de
nucledtido Unico) (véase la Tabla 3). Los polimorfismos expuestos en las Tablas 2 y 3 representan los sitios
preferidos para dirigir a través de un solo nucleétido especifico de ARNi, como se describe en este documento.

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

Linea celular P1 (2886) P2 (4034) P3 (6912) P4 (7222) | P5 (7246)
GFP-Htt (constructo de 9 kb) C G A T C
HelLa t a A g C
HEK 293T t a G g t
HepG2 t a G g t
FP-4 t a g, A g t, C

Tabla 3. Sitios polimorficos (P) en el gen htt humano identificados por el andlisis de SNP.

| | consenso | polimorfismo | db xref |
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complemento 103 P6 dbSNP:396875
complemento 432 P7 dbSNP:473915
complemento 474 P8 dbSNP:603765
1509 P9 dbSNP:1065745
complemento 1857 P10 dbSNP:2301367
3565 A P11,P12 | dbSNP:1065746
3594 P13 dbSNP:1143646
3665 P14 dbSNP:1065747

P15 dbSNP:363099
P16 dbSNP:363129
P17 dbSNP:363125
P18 dbSNP:1143648
P19 dbSNP:362336
P20 dbSNP:3025816
P21 dbSNP:3025814
P22 dbSNP:2276881

complemento 4122
complemento 4985
complemento 5480

6658
complemento 6912
complemento 7753
complemento 7849
complemento 8478

8574 P23 dbSNP:2229985
complemento 9154 P24 dbSNP:3025807
9498 P25 dbSNP:2229987

P26 dbSNP:362308
P27 dbSNP:362307
P28 dbSNP:362306
P29 dbSNP:362268
P30 dbSNP:362305
P31 dbSNP:362304
P32 dbSNP:362303
P33 dbSNP:1557210
P34 dbSNP:362302
P35 dbSNP:3025805
P36 dbSNP:362267
P37 dbSNP:362301
P38 dbSNP:5855774

complemento 9699
complemento 9809
complemento 10064
complemento 10112
complemento 10124
complemento 10236
complemento 10271
complemento 10879
complemento 10883
complemento 10971
complemento 11181
complemento 11400

11756..11757

> > (> Z|O000Z >0 000 000> 0|00[0[0> 0>

QOOFAOOIOOOOO|OTOO|FO@TFO|FHAO|O|7 77O |e|T|H|0[1|O

12658 A P39 dbSNP:2237008
complemento 12911 C P40 dbSNP:362300
complemento 13040 A P41 dbSNP:2530595

13482 A P42 dbSNP:1803770

13563 A P43 dbSNP:1803771

La presente invencion esta dirigida a la Huntingtina mutada utilizando ARN de interferencia (Hutvagner et al., 2002).
Una cadena de ARN bicatenario (ARNbi) complementa una region polimérfica en el ARNm de la Huntingtina mutada.
Después de la introduccién del ARNpi en las neuronas, el ARNpi se desenrolla parcialmente, se enlaza a la region
polimoérfica dentro del ARNm de la Huntingtina de una manera especifica del sitio, y activa una ARNm nucleasa.
Esta nucleasa escinde el ARNm de la Huntingtina, deteniendo de esta forma la traduccién de la Huntingtina mutante.
Las células mismas se deshacen del ARNm parcialmente digerido, lo que impide la traduccion, o las células digieren
proteinas parcialmente traducidas. Las neuronas sobreviven en la Huntingtina de tipo silvestre (a partir del alelo
normal); este enfoque evita los estragos de la Huntingtina mutante mediante la eliminacién de su produccion.

IV. Disefio del ARNpi

Los ARNpi se disefian de la siguiente manera. En primer lugar, se selecciona una porcién del gen objetivo (por
ejemplo, el gen htt) que incluye el polimorfismo. Los ejemplos de polimorfismos se seleccionan de la regién 5' no
traducida de un gen objetivo. La escisién del ARNm en estos sitios deberia eliminar la traduccion de la proteina
mutante correspondiente. Los polimorfismos de otras regiones del gen mutante también son adecuados para
manipulacion dirigida. Se disefia una cadena sentido con base en la secuencia de la porcién seleccionada.
Preferiblemente, la porcion (y la cadena sentido correspondiente) incluye cerca de 19 a 25 nucleoétidos, por ejemplo,
19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos. Mas preferiblemente, la porcion (y la correspondiente cadena sentido)
incluye 21, 22 o 23 nucleétidos. La persona capacitada en la técnica apreciara, sin embargo, que los ARNpi que
tienen una longitud de menos de 19 nucleétidos o mayor a 25 nucledtidos también pueden funcionar para mediar
ARNi. En consecuencia, los ARNpi de tal longitud estan también dentro del alcance de la presente invencion
siempre que conserven la capacidad de mediar el ARNi. Se ha demostrado que agentes de ARNi mas largos
provocan una respuesta de interferon o de PKR en ciertas células de mamifero que pueden ser indeseables.
Preferiblemente, los agentes de ARNi de la invencién no provocan una respuesta de PKR (es decir, son de una
longitud suficientemente corta). Sin embargo, agentes de ARNi mas largos pueden ser Utiles, por ejemplo, en tipos
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de células incapaces de generar una respuesta de PRK o en situaciones en las que la respuesta de PKR ha sido
subregulada o moderada por medios alternativos.

La secuencia de cadena sentido se disefia de tal manera que el polimorfismo esté esencialmente en el medio de la
cadena. Por ejemplo, si se elige un ARNpi de 21 nucleétidos, el polimorfismo se encuentra, por ejemplo, en los
nucleétidos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 (es decir, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 nucledtidos del
extremo 5' de la cadena sentido. Para un ARNpi de 22 nucleétidos, el polimorfismo se encuentra, por ejemplo, en los
nucleétidos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16. Para un ARNpi de 23 nucleétidos, el polimorfismo se encuentra, por
ejemplo, en 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o0 16. Para un ARNpi de 24 nucledtidos, el polimorfismo se encuentra, por
ejemplo, en 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 16. Para un ARNpi de 25 nucledtidos, el polimorfismo se encuentra, por ejemplo,
en 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o 17. Moviendo el polimorfismo a una posicién fuera del centro puede, en algunos
casos, reducir la eficiencia de la escision por el ARNpi. Tales composiciones, es decir, las composiciones menos
eficientes, pueden ser deseables para ser usadas si se detecta apagado del silenciamiento del ARNm de tipo
silvestre.

La cadena antisentido es habitualmente de la misma longitud que la cadena sentido e incluye nucleétidos
complementarios. Las cadenas pueden ser totalmente complementarias, es decir, las cadenas son de extremos
romos cuando se alinean o se hibridan. Las cadenas se pueden alinear o hibridar de tal manera que se generan
salientes de 1, 2 o 3 nucledtidos, es decir, el extremo 3' de la cadena sentido se extiende 1, 2 o 3 nucle6tidos mas
lejos que el extremo 5' de la cadena antisentido y / o el extremo 3' de la cadena antisentido se extiende 1, 2 0 3
nucleétidos mas lejos que el extremo 5' de la cadena sentido. Los salientes pueden comprender (o consistir de) los
nucleétidos correspondientes a la secuencia del gen objetivo (o complemento del mismo). Alternativamente, los
salientes pueden comprender (o consistir de) desoxirribonucleétidos, por ejemplo los dT, o analogos de nucleétidos,
u otro material no nucleétido adecuado.

Para facilitar la entrada de la cadena antisentido en RISC (y por lo tanto aumentar o mejorar la eficiencia de la
escision y el silenciamiento objetivo), la resistencia del par de bases entre el extremo 5' de la cadena sentido y el
extremo 3' de la cadena antisentido puede ser alterada, por ejemplo, disminuida o reducida, tal como se describe en
detalle en las solicitudes de patente provisionales Nos. 60/475.386, titulada "Métodos y composiciones para controlar
la eficacia del silenciamiento del ARN" (presentada el 2 de junio de 2003) y 60/475.331, titulada "Métodos y
composiciones para mejorar la eficacia y especificidad del ARNi" (presentada el 2 de junio de 2003). La resistencia
del par de bases puede ser menor debido a menos pares de bases G:C entre el extremo 5' de la primera cadena o la
cadena antisentido y el extremo 3' de la segunda cadena o la cadena sentido que entre el extremo 3' de la primera
cadena o la cadena antisentido y el extremo 5' de la segunda cadena o la cadena sentido. La resistencia del par de
bases puede ser menor debido a al menos un par de bases no coincidentes entre el extremo 5' de la primera cadena
o0 la cadena antisentido y el extremo 3' de la segunda cadena o la cadena sentido. Preferiblemente, se selecciona el
par de bases no coincidentes del grupo que consiste de G:A, C:A, C:U, G:G, AA, C:C y U:U. La resistencia del par
de bases puede ser menor debido a por lo menos un par de bases que oscila, por ejemplo, G:U, entre el extremo 5'
de la primera cadena o la cadena antisentido y el extremo 3' de la segunda cadena o la cadena sentido. La
resistencia del par de bases es menor debido a por lo menos un par de bases que comprende un nucledétido raro,
por ejemplo, inosina (I). Preferiblemente, el par de bases se selecciona del grupo que consiste de un [:A, l:U y I:C.
La resistencia del par de bases es menor debido a por lo menos un par de bases que comprende un nucleétido
modificado. El nucleétido modificado se puede seleccionar del grupo que consiste de 2-amino-G, 2-amino-A, 2,6-
diamino-G, y 2, 6-diamino-A.

El disefio de los ARNpi adecuados para dirigir los polimorfismos htt expuestos en la Tabla 2 se describe en detalle a
continuacion

P1 ADN TGTGCTGACTCTGAGGAACAG (SEQ ID NO: 5)

sentido UGUGCUGACUCUGAGGAACAG (SEQ ID NO: 6)

antisentido ACACGACUGAGACUCCUUGUC (extremos romos, 21 mer) (SEQ ID NO: 7)
(salientes de 2 nt) véase la Figura 5

P2 ADN CATACCTCAAACTGCATGATG (SEQ ID NO: 8)

sentido CAUACCUCAAACUGCAUGAUG (SEQ ID NO: 9)

antisentido GUAUGGAGUUUGACGUACUAC (extremos romos, 21 mer) (SEQ ID NO: 10)
P3 ADN GCCTGCAGAGCCGGCGGCCTA (SEQ ID NO: 11)

sentido GCCUGCAGAGCCGGCGGCCUA (SEQ ID NO: 12)

antisentido CGGACGUCUCGGCCGCCGGAU (extremos romos, 21 mer) (SEQ ID NO: 13)
P4 ADN ACAGAGTTTGTGACCCACGCC (SEQ ID NO: 14)

sentido ACAGAGUUUGUGACCCACGCC (SEQ ID NO: 15)

antisentido UGUCUCAAACACUGGGUGCGG (extremos romos, 21 mer) (SEQ ID NO: 16)
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P5 ADN TCCCTCATCTACTGTGTGCAC (SEQ ID NO: 17)
sentido UCCCUCAUCUACUGUGUGCAC (SEQ ID NO: 18)
antisentido AGGGAGUAGAUGACACACGUG (extremos romos, 21 mer)  (SEQ ID NO: 19)

Los ARNpi se pueden disefiar de acuerdo con las ensefianzas de los ejemplos anteriores para cualquier otro de los
polimorfismos encontrados en el gen htt. Ademas, la tecnologia es aplicable para dirigir cualquier otro gen de la
enfermedad que tenga polimorfismos asociados, es decir, polimorfismos que no causan enfermedad.

Para validar la efectividad con que los ARNpi destruyen los ARNm mutantes (por ejemplo, el ARNm de la
Huntingtina mutante), el ARNpi se incuba con ADNc mutante (por ejemplo, ADNc de Huntingtina mutante) en un
sistema de expresion de ARNm in vitro con base en Drosophila. Los ARNm mutantes sintetizados recientemente,
marcados en forma radioactiva con %P, (por ejemplo, ARNm de Huntingtina mutante) se detectan
autorradiograficamente en un gel de agarosa. La presencia de ARNm mutante escindido indica la actividad de
ARNmM nucleasa. Los controles adecuados incluyen la omisién de ARNpi y el uso de ADNc de la Huntingtina de tipo
silvestre. Alternativamente, se seleccionan los ARNpi de control que tengan la misma composicion de nucleétidos
que el ARNpi seleccionado, pero sin complementariedad de secuencia significativa con el gen objetivo apropiado.
Dichos controles negativos pueden disefiarse mezclando en forma aleatoria la secuencia de nucledétidos del ARNpi
seleccionado; puede llevarse a cabo una blsqueda de homologia para garantizar que el control negativo carezca de
homologia con cualquier otro gen en el genoma apropiado. Ademas, los ARNpi de control negativo pueden ser
disefiados mediante la introduccion de uno o mas faltas de correspondencia de bases en la secuencia.

Los sitios de complementacién de ARNpi - ARNm se seleccionan de tal manera que den lugar a una especificidad
optima de ARNm y una escisién maxima del ARNm.

Aunque la presente invencién ofrece principalmente el direccionamiento de regiones polimorficas en el gen mutante
objetivo (por ejemplo, en htt mutante) distinto de la mutacion de la region expandida de CAG, la persona capacitada
en la técnica apreciara que el direccionamiento de la regién mutante puede tener aplicabilidad como estrategia
terapéutica en ciertas situaciones. El direccionamiento de la region mutante se puede lograr utilizando ARNpi que
complemente CAG en serie. El ARNpi®® se enlazaria a los ARNm con complementacién de CAG, pero puede
esperarse que tenga una mayor oportunidad de enlazarse a una serie extendida de CAG. Mdltiples ARNpi“®® se
enlazarian al ARNm de Huntingtina mutante (en contraposicion con una menor cantidad para el ARNm de
Huntingtina de tipo silvestre); por lo tanto, es mas probable que se escinda el ARNm de la Huntingtina mutante. La
inactivacion exitosa de ARNm utilizando este enfoque también eliminaria el ARNm de la Huntingtina normal o de tipo
silvestre. Otros genes normales también podrian ser inactivados, al menos en cierta medida (aproximadamente 70)
que también tienen repeticiones de CAG, donde sus ARNm podrian interactuar con el ARNpi. Este enfoque contaria
por lo tanto con una estrategia de desgaste - mas del ARNm de la Huntingtina mutante seria destruido que del
ARNmM de la Huntingtina de tipo silvestre o los otros aproximadamente 69 ARNm que codifican para poliglutaminas.

V. Agentes de ARNI

La presente invencion incluye moléculas de ARNpi disefiadas, por ejemplo, como se describié anteriormente. Las
moléculas de ARNpi de la invencién se pueden sintetizar quimicamente, o pueden transcribirse in vitro a partir de
una plantilla de ADN, o in vivo, por ejemplo, a partir de ARNph, o, mediante el uso de la enzima DICER humana
recombinante, para escindir in vitro las plantillas de ARNbc transcrito en grupos de ARNi que median el ARN duplex
de 20, 21 o 23 pb. Las moléculas de ARNpi se pueden disefiar usando cualquier método conocido en la técnica.

En lugar del agente de ARNi que es un &cido ribonucleico de interferencia, por ejemplo, un ARNpi o ARNph como se
describié anteriormente, el agente de ARNi puede codificar un acido ribonucleico de interferencia, por ejemplo, un
ARNph, como se describi6 anteriormente. En otras palabras, el agente de ARNi puede ser una plantilla
transcripcional del acido ribonucleico de interferencia. Por lo tanto, los agentes de ARNi de la presente invencion
también pueden incluir los ARN pequefios de horquilla (ARNph), y constructos de expresién modificados por
ingenieria genética para expresar los ARNpi. La transcripcion de los ARNph se inicia en el promotor de una
polimerasa lll (pol Ill), y se cree que se termina en la posicién 2 de un sitio de terminacién de la transcripcion de 4-5-
timina. Tras la expresion, se cree que los ARNph se pliegan en una estructura de tallo-bucle con salientes de 3'UU;
posteriormente, se procesan los extremos de estos ARNph, convirtiendo los ARNph en moléculas del tipo ARNpi de
aproximadamente 21 - 23 nucledtidos (Brummelkamp et al., 2002;... Lee et al., 2002, ver mas arriba; Miyagishi et al.,
2002; Paddison et al., 2002, ver mas arriba; Paul et al., 2002, ver mas arriba;. Sui et al., 2002, ver més arriba; Yu et
al., 2002, ver mas arriba. Mas informacion sobre el disefio y el uso de ARNph se puede encontrar en Internet en las
siguientes direcciones: Katahdin.cshl.org:9331/RNAi/docs/BseRIBamHI_Strategy.pdf y Katahdin.cshl.org: 9331/
RNAi/docs/Web_version_of PCR_strategyl.pdf.

Los constructos de expresion de la presente invencion incluyen cualquier constructo adecuado para su uso en el
sistema de expresion apropiado e incluyen, pero no se limitan a, vectores retrovirales, casetes de expresion lineal,
plasmidos y vectores virales o derivados de virus, tal como se conoce en la técnica. Tales constructos de expresion
pueden incluir uno 0 mas promotores inducibles, sistemas promotores de ARN Pol Il tales como promotores de
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ARNpn U6 o promotores de ARN polimerasa Il H1, u otros promotores conocidos en la técnica. Los constructos
pueden incluir una o ambas cadenas del ARNpi. Los constructos de expresion que expresan ambas cadenas
también pueden incluir estructuras de bucle que unen las dos cadenas, o cada cadena puede ser transcrita por
separado a partir de promotores separados dentro del mismo constructo. Cada cadena también puede transcribirse
a partir de un constructo de expresion separado (Tuschl, T., 2002, ver mas arriba).

Los ARNpi sintéticos pueden ser suministrados a células mediante métodos conocidos en la técnica, incluyendo la
transfeccién de liposomas catiénicos y electroporacion. Sin embargo, estos ARNpi exdgeno en general, muestran la
persistencia de corto plazo del efecto de silenciamiento (4-5 dias en células cultivadas), que puede ser beneficioso
en solo ciertas formas de realizacién. Para obtener una supresion a largo plazo de los genes objetivo (es decir,
genes mutantes) y para facilitar el suministro bajo ciertas circunstancias, se puede expresar uno o mas ARNpi dentro
de las células de constructos de ADN recombinante. Tales métodos para expresar duplex de ARNpi dentro de las
células de constructos de ADN recombinante para permitir la supresion del gen objetivo a més largo plazo en las
células son conocidos en la técnica, incluyendo sistemas promotores Pol 1ll de mamiferos (por ejemplo, sistemas
promotores de U6/ARNpn (Tuschl, T., 2002, ver mas arriba) capaces de expresar los ARNpi bicatenarios
funcionales; (Bagella et al., 1998;. Lee et al., 2002, ver mas arriba; Miyagishi et al., 2002, ver mas arriba; Paul et al.,
2002, ver mas arriba; Yu et al.,, 2002), ver mas arriba; Sui et al., 2002, ver mas arriba). La terminacion de la
transcripcion por la ARN Pol 1l se produce en corridas de cuatro residuos T consecutivos en la plantilla de ADN,
proporcionando un mecanismo para poner fin a la transcripcién de ARNpi en una secuencia especifica. EI ARNpi es
complementario a la secuencia del gen objetivo en orientaciones 5’ - 3'y 3' - 5', y las dos cadenas del ARNpi se
puede expresar en el mismo constructo o en constructos separados. Los ARNpi de horquilla, dirigidos por el
promotor de ARNpn H1 o U6 y expresado en células, puede inhibir la expresién del gen objetivo (Bagella et al.,
1998; Lee et al., 2002, ver mas arriba; Miyagishi et al., 2002, ver mas arriba; Paul et al., 2002, ver mas arriba; Yu et
al., 2002), ver mas arriba; Sui et al., 2002, ver mas arriba). Los constructos que contienen la secuencia de ARNpi
bajo el control del promotor de T7 también vuelven los ARNpi funcionales cuando se cotransfectan en las células
con un vector que expresa ARN polimerasa de T7 (Jacque et al., 2002, ver mas arriba). Un solo constructo puede
contener multiples secuencias que codifican para los ARNpi, tal como mudltiples regiones del gen que codifica htt
mutante, dirigiendo el mismo gen o genes muiltiples, y puede ser dirigidos, por ejemplo, por sitios del promotor Pollll
separado.

Las células animales expresan una serie de ARN no codificante de aproximadamente 22 nucleétidos llamado micro
ARN (miARN) que puede regular la expresiéon génica a nivel post transcripcional o translacional durante el desarrollo
animal. Una caracteristica comun de los miARN es que todos ellos son cortados de un tallo-bucle de ARN precursor
de 70 nucleétidos, probablemente por Dicer, una enzima de tipo ARNasa Ill, o un homélogo de la misma. Mediante
la sustitucién de las secuencias madre del precursor de miARN con una secuencia complementaria al ARNm
objetivo, se puede utilizar un constructo de vector que expresa el precursor modificado por ingenieria genética para
producir los ARNpi para iniciar el ARNi contra objetivos de ARNm especificos en células de mamifero (Zeng et al.,
2002, ver mas arriba). Cuando se expresa por medio de vectores de ADN que contienen promotores de polimerasa
I1l, los bucles disefiados de micro ARN pueden silenciar la expresiéon génica (McManus et al., 2002, ver mas arriba).
Los micro ARN que dirigen polimorfismos también pueden ser Utiles para bloquear la traduccion de proteinas
mutantes, en ausencia de silenciamiento de genes mediado por ARNpi. Tales aplicaciones pueden ser (tiles en
situaciones, por ejemplo, donde un ARNpi disefiado causé silenciamiento fuera del objetivo de proteina de tipo
silvestre.

Los mecanismos de suministro mediados por virus también se pueden utilizar para inducir el silenciamiento
especifico de genes objetivo a través de la expresién de ARNpi, por ejemplo, mediante la generacion de adenovirus
recombinantes que albergan ARNpi bajo el control de transcripcion del promotor de ARN Pol Il bajo (Xia et al., 2002,
ver mas arriba). La infeccion de células Hela por estos adenovirus recombinantes permite una expresion disminuida
del gen objetivo enddgeno. La inyeccién de los vectores de adenovirus recombinantes en ratones transgénicos que
expresan los genes objetivo de los ARNpi da como resultado la reduccién in vivo de la expresion del gen objetivo. Id.
En un modelo animal, la electroporacion de todo el embriéon puede suministrar eficientemente ARNpi sintético en
embriones de raton posteriores a la implantacién (Calegari et al., 2002). En ratones adultos, el suministro eficiente
de ARNpi se puede lograr mediante la técnica de suministro a "alta presion”, una inyeccién rapida (en un lapso de 5
segundos) de un gran volumen de ARNpi que contiene solucién en animales a través de la vena de la cola (Liu et al.,
1999, ver mas arriba; McCaffrey et al., 2002, ver mas arriba; Lewis et al., 2002. También se pueden utilizar
nanoparticulas y liposomas para suministrar ARNpi en animales.

Las composiciones de acido nucleico de la invencion incluyen tanto los ARNpi modificados como los ARNpi no
modificados como se conoce en la técnica, tales como los derivados de ARNpi entrecruzados o los derivados que
tienen fracciones que no son de nucledtidos enlazadas, por ejemplo a sus extremos 5' 0 3'. La modificacién de los
derivados de ARNpi de esta forma puede mejorar la captacion celular o mejorar las actividades de direccionamiento
celular de los derivados de ARNpi resultantes en comparacion con el ARNpi correspondiente, son (tiles para
rastrear el derivado de ARNpi en la célula, o mejorar la estabilidad del derivado de ARNpi en comparacion con el
correspondiente ARNpi.
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Los precursores de ARN modificados por ingenieria genética, introducidos en las células u organismos enteros tal
como se describe en el presente documento, dara lugar a la produccion de una molécula de ARNpi deseada. Tal
molécula de ARNpi se asociara entonces con los componentes de proteina enddgena de la ruta del ARNi para
unirse y dirigir una secuencia de ARNm especifica para la escision y destruccion. De esta manera, el ARNm que es
dirigido por el ARNpi generado a partir del precursor de ARN modificado por ingenieria genética se agotara en la
célula u organismo, llevando a una disminucién en la concentracién de la proteina codificada por ese ARNm en la
célula u organismo. Los precursores de ARN son tipicamente moléculas de acido nucleico que codifican de forma
individual o bien una cadena de un ARNbc o codifican toda la secuencia de nucleétidos de una estructura de bucle
en horquilla de ARN.

Las composiciones de acido nucleico de la invencién pueden ser no conjugadas o pueden conjugarse con otra
fraccion, tal como una nanoparticula, para mejorar una propiedad de las composiciones, por ejemplo, un parametro
farmacocinético tal como la absorcion, la eficacia, la biodisponibilidad, y / o la vida media. La conjugaciéon puede
realizarse por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, utilizando los métodos de Lambert et al., Drug Deliv.
Rev.: 47 (1), 99 - 112 (2001) (describe acidos nucleicos cargados en nanoparticulas de polialquilcianoacrilato
(PACA)); . Fattal et al.,, J. Control Release 53 (1-3): 137 - 43 (1998) (describe &cidos nucleicos unidos a
nanoparticulas); Schwab et al., Ann. Oncol. 5 Suppl. 4: 55 - 8 (1994) (describe acidos nucleicos ligados a agentes de
intercalacion, grupos hidréfobos, policationes o nanoparticulas de PACA); y Godard et al., Eur. J. Biochem. 232 (2):
404 - 10 (1995) (describe acidos nucleicos ligados a nanoparticulas).

Las moléculas de acido nucleico de la presente invencién también se pueden marcar usando cualquier método
conocido en la técnica; por ejemplo, las composiciones de acido nucleico pueden marcarse con un fluoréforo, por
ejemplo, Cy3, fluoresceina, o rodamina. La marcaciéon puede llevarse a cabo utilizando un kit, por ejemplo, el kit de
marcacion de ARNpi SILENCERMR (Ambion). Ademas, se puede marcar en forma radioactiva el ARNpi, por ejemplo,
utilizando *H, ¥?P, u otro is6topo apropiado.

Ademas, debido a que se cree que el ARNi progresa a través de al menos un producto intermedio de ARN
monocatenario, la persona capacitada en la técnica apreciara que también se puede disefiar ARNpi-mc (por
ejemplo, la cadena antisentido de un ARNpi-bc) (por ejemplo, mediante sintesis quimica), generar (por ejemplo,
generar enzimaticamente) o expresar (por ejemplo, a partir de un vector o un plasmido) como se describe en el
presente documento y utilizado de acuerdo a las metodologias reivindicadas. Ademas, en invertebrados, el ARNi
puede ser activado de manera efectiva mediante los ARNbc largos (por ejemplo, los ARNbc de aproximadamente
100 - 1000 nuclettidos de longitud, preferiblemente de aproximadamente 200 - 500, por ejemplo, de
aproximadamente 250, 300, 350, 400 o 450 nucleétidos de longitud) que actian como efectores de ARNi. (Brondani
et al., Proc Natl Acad Sci, EE.UU., 2001, 4 de diciembre; 98 (25): 14428 - 33. Epub 2001, 27 de noviembre).

VI. Métodos para introducir los ARN, vectores y células huésped

Los métodos fisicos para la introduccion de acidos nucleicos incluyen la inyeccion de una soluciéon que contiene el
ARN, el bombardeo por particulas cubiertas por el ARN, remojar la célula o el organismo en una solucién del ARN, o
la electroporacion de las membranas celulares en presencia del ARN. Un constructo viral empaquetado en una
particula viral conseguiria tanto introduccion eficiente de un constructo de expresién en la célula como la
transcripcion del ARN codificado por el constructo de expresion. Se pueden utilizar otros métodos conocidos en la
técnica para introducir acidos nucleicos en las células, tales como el transporte por el portador mediado por lipidos,
el transporte mediado por productos quimicos, tal como fosfato de calcio, y similares. Por lo tanto, se puede
introducir el ARN junto con componentes que realizan una o mas de las siguientes actividades: mejorar la absorcion
de ARN por la célula, inhibir la hibridacion de cadenas sencillas, estabilizar las cadenas sencillas, o bien aumentar la
inhibicion del gen objetivo.

El ARN puede ser introducido directamente en la célula (es decir, intracelularmente); o introducido extracelularmente
en una cavidad, espacio intersticial, en la circulacién de un organismo, introducido oralmente, o puede ser
introducido mediante el bafio de una célula u organismo en una soluciéon que contiene el ARN. La circulacion
vascular o extravascular, la sangre o el sistema linfatico, y el liquido cefalorraquideo son sitios en los que se puede
introducir el ARN.

La célula que tiene el gen objetivo puede ser de la linea germinal o somatica, totipotente o pluripotente, de division o
de no divisién, parénquima o epitelio, inmortalizada o transformada, o similares. La célula puede ser una célula
madre o0 una célula diferenciada. Los tipos de células que se diferencian incluyen adipocitos, fibroblastos, miocitos,
cardiomiocitos, endotelio, neuronas, glia, células sanguineas, megacariocitos, linfocitos, macréfagos, neutrofilos,
eosindfilos, basdfilos, mastocitos, leucocitos, granulocitos, queratinocitos, condrocitos, osteoblastos, osteoclastos,
hepatocitos, y células de las glandulas endocrinas o exocrinas.

Dependiendo del gen objetivo particular y de la dosis de material de ARN bicatenario suministrado, este proceso
puede proporcionar una pérdida parcial o completa de la funcién para el gen objetivo. Una reduccion o pérdida de la
expresion génica en al menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o0 99% o mas de las células objetivo es ejemplar. La
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inhibicion de la expresion génica se refiere a la ausencia (o disminucién observable) en el nivel de proteinay / o del
producto de ARNm de un gen objetivo. La especificidad se refiere a la capacidad de inhibir el gen objetivo sin
efectos evidentes sobre otros genes de la célula. Las consecuencias de la inhibicién se pueden confirmar mediante
el examen de las propiedades exteriores de la célula u organismo (como se presenta a continuacion en los
ejemplos) o por técnicas bioguimicas tales como hibridacion de la solucién de ARN, la proteccién de la nucleasa,
hibridaciéon tipo Northern, transcripcion inversa, el seguimiento de la expresién génica con un microarreglo,
enlazamiento de anticuerpos, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), transferencia tipo Western,
radioinmunoensayo (RIA), otros inmunoensayos, y analisis de células activadas por fluorescencia (FACS).

Para la inhibicion mediada por ARN en una linea celular o de todo el organismo, se ensaya convenientemente la
expresion del gen mediante el uso de un gen reportero o de resistencia a farmacos cuyo producto proteico se
ensaya facilmente. Tales genes reporteros incluyen la acetohidroxiacido sintasa (AHAS), fosfatasa alcalina (AP),
beta galactosidasa (LacZ), beta glucuronidasa (GUS), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), proteina fluorescente
verde (GFP), peroxidasa de rabano picante (HRP), luciferasa (Luc), nopalina sintasa (NOS), octopina sintasa (OCS),
y derivados de los mismos. Mdltiples marcadores seleccionables se encuentran disponibles que confieren
resistencia a ampicilina, bleomicina, cloranfenicol, gentamicina, higromicina, kanamicina, lincomicina, metotrexato,
fosfinotricina, puromicina, y tetraciclina. Dependiendo del ensayo, la cuantificacion de la cantidad de expresion
génica permite determinar un grado de inhibicion que es mayor al 10%, 33%, 50%, 90%, 95% o 99% en
comparacion con una célula no tratada de acuerdo con la presente invencion. Las dosis mas bajas de material
inyectado y los tiempos mas largos después de la administracion del agente de ARNi pueden resultar en la inhibicion
en una fraccion mas pequefia de células (por ejemplo, al menos 10%, 20%, 50%, 75%, 90%, o 95% de las células
objetivo). La cuantificacion de la expresion génica en una célula puede mostrar cantidades similares de inhibicién a
nivel de la acumulacion de ARNm objetivo o traduccion de la proteina objetivo. Como ejemplo, la eficiencia de la
inhibicion puede determinarse mediante la evaluacion de la cantidad de producto génico en la célula; el ARNm
puede ser detectado con una sonda de hibridacion que tenga una secuencia de nucleétidos fuera de la region usada
para el ARN bicatenario inhibidor, o el polipéptido traducido puede ser detectado con un anticuerpo producido contra
la secuencia de polipéptido de esa region.

El ARN se puede introducir en una cantidad que permite el suministro de al menos una copia por célula. Las dosis
mas altas (por ejemplo, por lo menos 5, 10, 100, 500 o 1.000 copias por célula) de material pueden producir una
inhibicion mas efectiva; dosis mas bajas también pueden ser Utiles para aplicaciones especificas.

La eficacia de un agente de ARNi de la invencion (por ejemplo, un ARNpi dirigido a un polimorfismo en un gen
mutante) puede ser analizado por su capacidad para degradar especificamente ARNm mutante (por ejemplo, ARNm
de htt mutante y / o la produccion de proteina Huntingtina mutante) en las células, en particular, en las neuronas (por
ejemplo, lineas clonales neuronales corticales o de cuerpo estriado y / o de neuronas primarias). También son
adecuados para ensayos de validacion con base en células otras células facilmente transfectables, por ejemplo,
células HelLa o células COS. Las células se transfectan con los ADNc mutantes o de tipo silvestre humanos (por
ejemplo, ADNc de Huntingtina mutante o de tipo silvestre humano). Se cotransfectan ARNpi estandar, ARNpi
modificado o vectores capaces de producir ARNpi modificadas a partir de ARNm de bucle en forma de U. Se mide la
reduccion selectiva en ARNm mutante (por ejemplo, ARNm de Huntingtina mutante) y / o la proteina mutante (por
ejemplo, la Huntingtina mutante). La reduccion de ARNm mutante o de proteina se puede ser comparar con los
niveles de ARNm normal o de proteina. El ARNm normal o la proteina introducidos exégenamente (0 el ARNm
normal exdégeno o la proteina) se pueden analizar para propoésitos de comparacion. Cuando se utilizan células
neuronales, que se sabe que son algo resistentes a las técnicas de transfeccion estandar, puede ser deseable
introducir agentes de ARNi (por ejemplo, los ARNpi) mediante absorcion pasiva.

VII. Métodos de tratamiento:

La presente invencion permite métodos tanto profilacticos como terapéuticos para tratar a un sujeto en riesgo de (o
susceptible a) una enfermedad o trastorno causado, en su totalidad o en parte, por una proteina mutante de
ganancia de funcién. La enfermedad o el trastorno pueden ser una enfermedad o trastorno causados por repeticion
de trinucledtidos. La enfermedad o el trastorno puede ser un trastorno por poliglutaminas. La enfermedad o el
trastorno puede ser un trastorno asociado con la expresion de Huntingtina y en el que la alteracion de la Huntingtina,
especialmente la amplificacion del nimero de copias de repeticion de CAG, conduce a un defecto en el gen de la
Huntingtina (estructura o funcién) o proteina Huntingtina (estructura o funcion o expresion), de tal manera que las
manifestaciones clinicas incluyen aquellas observadas en pacientes con enfermedad de Huntington.

"Tratamiento”, o "tratar" como se usa en el presente documento, se definen como la aplicacion o administracion de
un agente terapéutico (por ejemplo, un agente de ARN o vector o transgén que lo codifica) a un paciente, o la
aplicacién o administracion de un agente terapéutico a un tejido aislado o linea celular de un paciente, que padece la
enfermedad o el trastorno, un sintoma de enfermedad o del trastorno o una predisposicién hacia una enfermedad o
trastorno, con el propésito de curar, sanar, aliviar, mitigar, alterar, remediar, mejorar, medrar o afectar la enfermedad
o el trastorno, los sintomas de la enfermedad o el trastorno, o la predisposicion hacia la enfermedad.
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La invencion proporciona un método para prevenir en un sujeto, una enfermedad o trastorno como se describio
anteriormente, mediante la administracion al sujeto de un agente terapéutico (por ejemplo, un agente de ARNi o
vector o transgén que lo codifique). Los sujetos con riesgo de padecer la enfermedad pueden ser identificados, por
ejemplo, mediante cualquiera o una combinacién de ensayos de diagndstico o prondstico como se describe aqui. La
administracion de un agente profilactico puede presentarse antes de la manifestacion de los sintomas caracteristicos
de la enfermedad o el trastorno, de manera que se evitan la enfermedad o el trastorno o, alternativamente, se
retrasa su progreso.

La invencion se refiere a métodos de tratamiento de sujetos terapéuticamente, es decir, la alteracion del inicio de los
sintomas de la enfermedad o el trastorno. La invencién puede implicar poner en contacto una célula que expresa un
mutante de ganancia de funcion con un agente terapéutico (por ejemplo, un agente de ARNi o un vector o transgén
gue codifica al mismo) que es especifico para un polimorfismo en el gen, de tal manera que se consigue la
interferencia especifica de la secuencia con el gen. Estos métodos pueden realizarse in vitro (por ejemplo, cultivando
la célula con el agente) o, alternativamente, in vivo (por ejemplo, mediante la administracion del agente a un sujeto).

Con respecto tanto a los métodos profilacticos como a los terapéuticos de tratamiento, tales tratamientos pueden ser
adaptados o modificados especificamente, con base en el conocimiento obtenido del campo de la farmacogendémica.
"Farmacogendmica”, como se usa aqui, se refiere a la aplicacion de tecnologias gendmicas tales como la
secuenciacion de genes, genética estadistica, y analisis de expresién génica a farmacos en desarrollo clinico y en el
mercado. Mas especificamente, el término se refiere al estudio de como los genes de un paciente determinan su
respuesta a un medicamento (por ejemplo, el "fenotipo de respuesta a los farmacos"”, o el "genotipo de respuesta al
farmaco" de un paciente). Por lo tanto, la invencion proporciona métodos para adaptar el tratamiento profilactico o el
tratamiento terapéutico de un individuo, ya sea con las moléculas del gen objetivo de la presente invencion o los
moduladores de genes objetivo de acuerdo con el genotipo de respuesta al farmaco de ese individuo. La
farmacogendmica permite que un médico o especialista clinico dirija tratamientos profilacticos o terapéuticos a los
pacientes que mas se beneficiaran del tratamiento y para evitar el tratamiento de los pacientes que experimentan
efectos secundarios relacionados con farmacos toxicos.

Los agentes terapéuticos pueden ser probados en un modelo animal apropiado. Por ejemplo, se puede utilizar un
agente de ARNI (o0 vector de expresion o transgén que lo codifica) como se describe en la presente memoria en un
modelo animal para determinar la eficacia, toxicidad, o efectos secundarios del tratamiento con dicho agente.
Alternativamente, se puede utilizar un agente terapéutico en un modelo animal para determinar el mecanismo de
accion de tal agente. Por ejemplo, se puede utilizar un agente en un modelo animal para determinar la eficacia,
toxicidad, o efectos secundarios del tratamiento con tal agente. Alternativamente, se puede utilizar un agente en un
modelo animal para determinar el mecanismo de accién de tal agente.

VIIl. Composiciones farmacéuticas

La invencion se refiere a los usos de los agentes descritos anteriormente para tratamientos profilacticos y / o
terapéuticos como se describe mas adelante. En consecuencia, los moduladores (por ejemplo, agentes de ARNi) de
la presente invencion se pueden incorporar en composiciones farmacéuticas adecuadas para administracion. Tales
composiciones tipicamente comprenden la molécula de &cido nucleico, proteina, anticuerpo, o compuesto
modulador y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa aqui, la expresion "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" pretende incluir cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifiingicos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcion, y similares,
compatibles con la administraciéon farmacéutica. El uso de tales medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente
convencional sea incompatible con el compuesto activo, su uso en las composiciones estd contemplado.
Compuestos activos suplementarios también se pueden incorporar en las composiciones.

Una composicion farmacéutica de la invencién se formula para que sea compatible con su via de administracion
prevista. Los ejemplos de rutas de administracion incluyen parenteral, por ejemplo, intravenosa, intradérmica,
subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, oral (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (tépica), y la administracién
transmucosa. Las soluciones o suspensiones usadas para aplicacién parenteral, intradérmica, o subcutanea pueden
incluir los siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucion salina, aceites fijos,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol
bencilico o metil parabenos; antioxidantes tales como acido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales
como acido etilendiaminotetraacético; amortiguadores tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el
ajuste de la tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa. El pH puede ajustarse con acidos o bases, tales como
acido clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacion parenteral puede tenerse en ampollas, jeringas desechables o
viales de multiples dosis hechos de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (solubles en
agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables
estériles. Para la administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucién salina fisiolégica, agua
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bacteriostatica, Creméforo ELVR (BASF, Parsippany, NJ) o amortiguador salino de fosfato (PBS). En todos los casos,
la composicién debe ser estéril y debe ser fluida de tal manera que permita ser inyectada facilmente. Debe ser
estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe conservarse frente a la accién contaminante
de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que
contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), y
mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de una
dispersién y mediante el uso de tensoactivos. La prevenciéon de la accion de microorganismos puede lograrse
mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
ascorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro de sodio en la composicién. La absorciéon prolongada de las
composiciones inyectables puede lograrse incluyendo en la composicién un agente que retrase la absorcién, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse mediante la incorporacion del compuesto activo en la
cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes enumerados
anteriormente, segln se requiera, seguido de esterilizacién por filtracién. Generalmente, las dispersiones se
preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los
otros ingredientes requeridos de aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la
preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado al vacio y
secado por congelacion que produce un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a
partir de una solucién previamente filtrada estéril del mismo.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Se pueden colocar en
capsulas de gelatina o comprimirse en tabletas. Para el propdsito de la administracion terapéutica oral, el compuesto
activo puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de comprimidos, pastillas, o capsulas. Las
composiciones orales también se pueden preparar usando un vehiculo fluido para uso como un enjuague bucal, en
el que el compuesto en el vehiculo fluido se aplica por via oral y se hacen buches y se expectora o se traga. Agentes
de enlazamiento farmacéuticamente compatibles, y / o se pueden incluir materiales adyuvantes como parte de la
composicion. Los comprimidos, pildoras, capsulas, pastillas y similares pueden contener cualquiera de los siguientes
ingredientes, o compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de
tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa, un agente disgregante tal como acido alginico,
Primogel, o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como
diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o0 sacarina; o un agente aromatizante tal como
menta, salicilato de metilo, 0 aromatizante de naranja.

Para la administracion por inhalacion, los compuestos se suministran en forma de un atomizador de aerosol desde
un recipiente o dispensador presurizado que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido
de carbono, o un nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por via transmucosa o transdérmica. Para administracion
transmucosa o transdérmica, se usan penetrantes apropiados para la barrera que va a ser permeada en la
formulacion. Tales penetrantes son generalmente conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para
administracion transmucosa, detergentes, sales biliares, y derivados de acido fusidico. La administracion
transmucosa se puede lograr a través del uso de atomizadores nasales o supositorios. Para administracion
transdérmica, los compuestos activos se formulan en pomadas, ungientos, geles, o cremas como se conoce
generalmente en la técnica.

Los compuestos también se pueden preparar en forma de supositorios (por ejemplo, con bases de supositorio
convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencion para administracion rectal.

Los compuestos activos se pueden preparar con vehiculos que protegeran el compuesto contra la eliminacion rapida
del cuerpo, tales como una formulacién de liberacion controlada, incluyendo implantes y sistemas de suministro
microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como acetato de vinil etileno,
polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Los métodos para la preparacion de
tales formulaciones seran evidentes para aquellos capacitados en la técnica. Los materiales también se pueden
obtener comercialmente a través de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones liposomales
(incluyendo liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos monoclonales para antigenos virales) también
se pueden utilizar como portadores farmacéuticamente aceptables. Estos se pueden preparar de acuerdo con
métodos conocidos por aquellos capacitados en la técnica, por ejemplo, como se describe en la patente de los
Estados Unidos No. 4.522.811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma de unidad de dosificacion para
facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion. La forma de unidad de dosificacion como se usa en el
presente documento se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el
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sujeto a tratar; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada del compuesto activo calculada para producir
el efecto terapéutico deseado junto con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacién para las formas
unitarias de dosificacion de la invencion estan dictadas por y dependen directamente de las caracteristicas Unicas
del compuesto activo y el efecto terapéutico particular a conseguir, y las limitaciones inherentes en la técnica de
formacion de composiciones de tal compuesto activo para el tratamiento de individuos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales compuestos se puede determinar mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la LD50 (la
dosis letal para el 50% de la poblacion) y la ED50 (la dosis terapéuticamente efectiva en el 50% de la poblacién). La
relacion de la dosis entre los efectos téxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la
relacion LD50/ED50. Se prefieren los compuestos que exhiben indices terapéuticos grandes. Aunque los
compuestos que exhiben efectos toxicos secundarios pueden utilizarse, se debe tener cuidado en disefiar un
sistema de administracién que dirija dichos compuestos al sitio del tejido afectado con el fin de minimizar el dafio
potencial a células no infectadas y, de ese modo, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden usarse para formular
un intervalo de dosificacion para uso en seres humanos. La dosificacion de tales compuestos se encuentra
preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la ED50 con poca 0 ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y
la via de administracion utilizada. Para cualquier compuesto usado en el método de la invencion, la dosis
terapéuticamente efectiva puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Se puede formular una
dosis en modelos animales para conseguir un intervalo de concentracion en plasma circulante que incluya la EC50
(es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que logra la mitad de una respuesta maxima) tal como se
determina en cultivo celular. Tal informacion se puede utilizar para determinar con mayor precision las dosis Utiles en
seres humanos. Los niveles en plasma se pueden medir, por ejemplo, por cromatografia liquida de alto rendimiento.

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

Esta invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como
limitantes.

Ejemplos

A diferencia de otros tipos de enfermedades autosémicas dominantes, la enfermedad de Huntington no contiene una
mutacion puntual, por ejemplo) el cambio de un solo nucleétido. Por lo tanto, la estrategia para disefiar un ARNpi
dirigido contra una mutacion puntual en el alelo de la enfermedad no se puede implementar. En lugar de ello, la
presente invencion dirige los ARNpi disefiados contra los polimorfismos en el gen de la Huntingtina, de los cuales
hay unos 30 disponibles en el GenBank. La presente invencion también identifica el polimorfismo en el alelo de la
enfermedad de Huntington que difiere del alelo de tipo silvestre, de manera que el ARNpi destruye s6lo el ARNm de
la enfermedad y deja intacto el ARNm del alelo de tipo silvestre (normal). Por lo tanto, sélo se destruye la proteina
Huntingtina mutante y la proteina normal queda intacta.

Ejemplo | : Pruebas de agentes de ARNi (por ejemplo, los ARNpi) contra htt mutante en lisados de Drosophila

Se disefio un ARNpi dirigido a la posicion 2886 en el ARNm de htt como se describié anteriormente. La secuencia
del ARNpi se representa en la Figura 5a (SEQ ID NO: 24 sentido; 25 antisentido). Se desprotegié el ARN sintético
(Dharmacon) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se hibridaron cadenas de ARNpi (Elbashir et al., 2001a).

Se prepararon los ARN objetivo como sigue. Se transcribieron los ARN objetivo con ARN polimerasa T7
recombinante, marcada con histidina, a partir de productos de PCR como se describe (Nykanen et al., 2001;
Hutvagner et al., 2002). Las plantillas de PCR para htt sentido y antisentido se generaron por amplificacion de 0,1 ng
/ ml (concentracion final) de la plantilla de plasmido que codifica el ADNc de htt usando los siguientes pares de
cebadores: objetivo sentido de htt, 5-GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GAA CAG TAT GTCTCA GAC ATC-3'
(SEQ ID NO: 30) y 5-AAG UUCG UAU UCC GCG UAC GU-3' (SEQ ID NO: 31); objetivo anti-sentido de htt, 5'-GCG
TAA TAC GAG TCA CTA TAG GAC AAG CCT AAT TAG TGA TGC-3' (SEQ ID NO: 32) y 5'-GAA CAG TAT GTC
TCA GAC ATC-3' (SEQ ID NO: 33).

Se analiz6 el ARNpi usando un ensayo in vitro de ARNi, con lisados de embriones de Drosophila. Las reacciones in
vitro y el andlisis de ARNi se llevaron a cabo como se describié anteriormente (Tuschl et al., 1999; Zamore et al.,
2000; Haley et al., 2003). Se usaron los ARN objetivo en concentraciones de ~ 5 nM de modo que las reacciones se
encuentran principalmente bajo condiciones de una sola rotacion. La escision del objetivo bajo estas condiciones es
proporcional a la concentracion de ARNpi.

La figura 5a muestra la eficiencia del ARNpi dirigido contra la posicion 2886 en el htt mutante. Los datos demuestran
claramente que el ARNpi dirige la escision del objetivo sentido hasta un mayor grado que el observado para el
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objetivo antisentido. Sin embargo, se observa que este ARNpi disefiado primero no produjo una molécula muy
activa, al menos en este ensayo in vitro. El analisis termodinamico de la resistencia del par de bases en los dos
extremos del diplex de ARNpi indicaron resistencias de las pares de bases mas o menos equivalentes. La Figura 4
representa el andlisis termodinamico de ARNpi sentido (SEQ ID NO: 20; 22, respectivamente) y antisentido (SEQ ID
NO: 21; 23, respectivamente) de los extremos 5' de la cadena para el diplex de ARNpi en 5a. Se calculé AG (kcal /
mol) en NaCl 1 M a 37 °C.

Para mejorar la eficacia del diplex de ARNpi disefiado, se modificé el extremo 5' de la cadena sentido o la posicion
19 de la cadena antisentido del ARNpi de htt probado en la Figura 5a para producir diplex de ARNpi en los que el
extremo 5’ de la cadena sentido estaba ya sea totalmente desapareada (Figura 5¢; SEQ ID NO: 28 sentido, SEQ ID
NO: 29 antisentido) o en un par de bases A:U (Figura 5b; SEQ ID NO: 26 sentido, SEQ ID NO: 27 antisentido). El
desapareamiento del extremo 5' de una cadena de ARNpi - la cadena sentido - en este caso hace que la cadena
funcione para la exclusion de la otra cadena. Cuando el extremo 5’ de la cadena sentido de htt estaba presente en
un par de bases A:U y el extremo 5’ de la cadena antisentido de htt estaba en un par G:C, la cadena sentido dominé
la reaccion (Figura 5b-c), pero la cadena antisentido de htt retuvo una actividad similar a la observada para el ARNpi
originalmente disefiado.

Ejemplo Il : ARNi desactivado de la proteina htt en células cultivadas

En un primer experimento, se ensayaron los ARNpi que dirigen un polimorfismo en el ARNm de htt (es decir, el
polimorfismo en la posicién 2886 en el ARNm de htt) para determinar su capacidad para subregular la proteina htt
enddgena en células Hela. Las células HelLa se cultivaron y transfectaron de la siguiente manera. Se mantuvieron
células HelLa a 37 °C en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Invitrogen) suplementado con 10% de
suero bovino fetal (FBS), 100 unidades / ml de penicilina y 100 pug / ml de estreptomicina (Invitrogen). Se pasaron
regularmente las células en subconfluencia y se sembraron hasta un 70% de confluencia 16 horas antes de la
transfeccién. La transfeccion transitoria mediada por LipofectaminaMR (Invitrogen) de los ARNpi se realizé en placas
de 6 pozos por duplicado (Falcon) como se describe para lineas de células adherentes por el fabricante. Se afiadié
una mezcla de transfeccion estandar que contenia ARNpi 100-150 nM y 9-10 pl de LipofectaminaMR en 1 ml de
OPTI-MEM® (Invitrogen) reducido en suero a cada pozo. Se incubaron las células en mezcla de transfeccion a 37 °C
durante 6 horas y después se cultivaron en DMEM libre de antibidticos. Para el analisis de transferencias tipo
Western en diferentes intervalos de tiempo, se recogieron las células transfectadas, se lavaron dos veces con
solucion salina amortiguada con fosfato (PBS, Invitrogen), se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido, y se
almacenaron a -80 °C para el analisis.

Se ensayaron tres ARNpi contra a una secuencia objetivo comun en el exén 1y cuatro ARNpi se ensayaron para el
polimorfismo de la posicion 2886. Se realiz6 el analisis de transferencias tipo Western como sigue. Se recogieron las
células tratadas con ARNpi como se describié anteriormente y se lisaron en amortiguador de lisis del reportero
enfriado en hielo (Promega) que contenia inhibidor de proteasa (completo, libre de EDTA, 1 tableta/ 10 ml de
amortiguador, Roche Molecular Biochemicals). Después del aclaramiento de los lisados resultantes por
centrifugacion, se cuantificé la proteina en los lisados claros mediante el kit de ensayo de proteina Dc (Bio-Rad). Se
resolvieron las proteinas en 60 ug de lisado celular total mediante 10% de SDS - PAGE, se transfirieron a una
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Bio-Rad), y se inmunotransfirieron con anticuerpos contra CD80
(Santa Cruz). Se visualiz6 el contenido de proteina con un kit de transferencia de quimioluminiscencia BM (Roche
Molecular Biochemicals). Se expusieron las transferencias a una pelicula de rayos X (Kodak MR-1) durante
diferentes tiempos (30 s hasta 5 min). La Figura 6a presenta los resultados del andlisis Western. La tubulina sirvid
como control de carga. Los datos se cuantificaron y normalizaron en la Figura 6b. De los ARNpi analizados, 2886-4,
mostraron en forma reproducible una mayor eficacia en las células HelLa cultivadas (Figura 6). Este ARNpi también
mostré en forma reproducible una eficacia mejorada in vitro (no se muestra). EI ARNpi de GFP es un ARNpi de
control que no comparte homologia de secuencia con el ARNm de htt.

Se pueden analizar igualmente los ARNpi contra regiones polimdrficas en el ARNm de htt en células transfectadas
con ADNc de htt humano o en células transfectadas con constructos del reportero de htt. Cotransfecciones
transitorias mediadas por Lipofectamina'VIR (Invitrogen) de los ADNc o plasmidos reporteros y los ARNpi se llevan a
cabo como se describi6 anteriormente. Para analizar la capacidad de los ARNpi para dirigir los constructos
reportados de htt, se utiliz6 ARNi para inhibir la expresion de GFP-htt en lineas de células HeLa humanas cultivadas.
En resumen, se transfectaron las células HeLa con dlplex de ARNpi de GFP-htt, dirigiendo la secuencia de ARNm
de GFP-htt. Para analizar los efectos de ARNi contra GFP-htt, se prepararon lisados de células tratadas con duplex
de ARNpi duplex en diversos momentos después de la transfeccion. Se llevaron a cabo experimentos de
transferencias tipo Western como se describié anteriormente. En resumen, se recogieron las células HelLa en
diversos momentos después de la transfeccion, se resolvié su contenido de proteina en 10% de SDS-PAGE, se
transfirieron a membranas de PVDF, y se hicieron inmunotransferencias con anticuerpos apropiados. Los resultados
de este estudio indicaron que el ARNpi contra GFP puede eliminar la expresion de la expresion de GFP-htt en las
células Hela transfectadas con el gen GFP-htt. Para los estudios dirigidos se introduce exdgenamente htt, los
procedimientos son como se describid, excepto que los anticuerpos anti-Htt se utilizan para inmunotransferencia.
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El ARNi se puede utilizar para inhibir la expresion de htt en las células neuronales cultivadas también. Los ejemplos
de células incluyen lineas de células PC12 (Scheitzer et al., Thompson et al.) y NT3293 (Tagle et al.) como se
describié anteriormente. Los ejemplos de células adicionales incluyen células transfectadas de forma estable, por
ejemplo, células neuronales o células derivadas neuronalmente. Las lineas de células PC12 que expresan el exén 1
del gen de la Huntingtina humana (Htt) se pueden usar aunque la expresion del exén 1 reduce la supervivencia de
las células. Las células PC12 con GFP-Htt que tienen un gen GFP-Htt inducible también se pueden usar para
analizar o validar la eficacia de ARNpi.

Ejemplo 1l : suministro de ARNpi de Htt en un entorno in vivo

Los modelos de ratones R6/2 (que expresan el producto de ADNc de htt humano htt de R6/2) son un modelo animal
aceptado para estudiar la eficacia del suministro de ARNpi en un entorno in vivo. Se utilizaron ratones R6/2
modificados por ingenieria genética para probar la eficacia de ARNpi en el extremo 5' del ARNm de Huntingtina. Se
inyect6 ARNpi de Htt en el cuerpo estriado de ratones R6/2 a través de una bomba Alzet. Los ratones fueron
tratados durante 14 dias con el sistema de suministro de la bomba Alzet / ARNpi.

Los resultados de este estudio indicaron que dos ratones que recibieron el ARNpi con Trans-IT TKO (Mirus), ya sea
como una solucién de 20 o 200 nM a razén de 0,25 pl/hora no mostraron deterioro de la discapacidad motora desde
el dia 67 al dia 74. En general, se espera que estos R6/2 tengan una reduccién continua en una barra en rotacion
mas alla del dia 60.
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<211> 13672
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

ttgetgtgtg
gcagagtcceg
cgecggeeccy
cgggtecaag
attgcceceag
gggcgggaga
tececttecage
cagcagcadc
ccgeecgecge
cegeecacceg
gctaccaaga
tetgtecagaa
ctgtgcagtg
gttatcaaag
attaaaaaga
gctcacctgg
actcgaacaa
aaaattatgg
gcetteatag
gcagtgagca
gtgctcttag
gtgetgetea
ctgaaaggca
cttgtcecagg
accggagece
accctgacceyg
cgaageccgta
gtectitcaa
gactctgaat
atcagtggag
atcatcacag
agctgtgact
tccageccagg
gecctegtege
acccctteag

aggcagaacc
caggctaggyg
cctecgecgy
atggacggec
tgctgagegg
cegecatgge
agcagcagca
aacagccgcce
aggcacagcece
geceoeggotgt
aagaccgtgt
attectececaga
atgacgcaga
ctttgatgga
atggtgecce
ttecggectcea
gcaagagacce
cttettttgy
cgaacctgaa
tetgecagea
gcttactcgt
ccctgaggta
gctteggagt
tttatgaact
tggagetgtt
cagtcggggg
gtgggagtat
gaaaacaaaa
cgagatcgga
agcectggetge
aacagccacg
tgacaagctce
tcagegeegt
ccatcagcga
acagttctga

tgegggggea
ctgtcaateca
cgcacgtctg
gctcaggttc
cgccgegagt
gacectggaa
gcagcagcag
accgeegecg
gctgctgect
ggctgaggag
gaatcattgt
atttcagaaa
gtcagatgtc
ttetaatcett
tcggagtttg
gaaatgcagg
cgaagaatca
caattttgea
gtcaagctece
ctcaagaaqgg
tectgtegag
tttggtgece
gacaaggaaa
gacgttacat
gcagcagetce
cattgggeag
tgtggaactt
aggcaaagtg
tgtcagcage
ttecttecaggy
gtcacagcac
tgccactgat
cceatcectgac
cagctccecag
aattgtgtta

ggggcggget
tgctggecgg
ggacgcaaqy
tgcttttacce
cggecccgagg
aagctgatga
cagcagcagc
cocgeegcege
cagccgeagce
cegetgrace
ctgacaatat
cttectgggea
aggatggtgg
ccaaggttac
cgtgctgecce
ccttacctgg
gtccaggaga
aatgacaatg
ccecaccatte
acacaatatt
gatgaacact
ttgetgecage
gaaatggaag
catacacagce
ttcagaacgce
ctecaccgetg
atagectggag
ctcttaggag
tctgccecttaa
gtttccacte
acactgecagg
ggggatgagg
cctgecatgg
accaccaccg
gacggtaceg
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ggttccctgg
cgtggeececg
cgccgtgggg
tgcggceccag
ccteeggaga
aggccttcga
agcagcagca
cgcctcoctcea
cgececegec
gaccaaagaa
gtgaaaacat
tecgetatgga
ctgacgaatg
agctegaget
tgtggaggtt
tgaaccttct
ccttggctgce
aaattaaggt
ggcggacage
tctatagttg
ccactctget
agcaggtecaa
tctetectte
accaagacca
ctcecaccega
ctaaggagga
ggggtteccte
aagaagaagc
cagcctcagt
cagggtcagc
cggactcagt
aggatatctt
acctgaatga
aagggcctga
acaaccagta

ccagcceattg
ccteegeegyg
gctgeeggga
agccecattce
ctgcegtgece
gteccteaag
gcagcagcag
gcttectcag
gecgeccceg
agaactttca
agtggcacag
actttttctg
cctecaacaaa
ctataaggaa
tgectgagetg
gcegtgectg
agctgttcce
tttgttaaag
ggctggatceca
gctactaaat
gattcttgge
ggacacaagc
tgcagageag
caatgttgtg
gettetgeaa
gtctggtgge
atgcageccct
cttggaggat
gaaggatgag
aggtcatgac
ggatctggcece
gagccacage
tgggacccag
ttcagctgtt
tttgggeectyg

60
120
i8¢0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
s00
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



cagattggac
teggaggecet
agtcactgeca
actgaaccgg
actgatgatg
ctaacagggyg
ctggceetca
ctectataaag
ttgaactaca
accctecatct
attagaaccc
acactgaagyg
gtecatgagtc
ctgactctga
gagattgact
gctcatcatt
catttgcttg
cttgtcccaa
gcaagagate
catttctccg
acagacgtca
atcacatcaa
actgcecttcee
gectecagatg
ctectecgtecag
ggaaacttge
gaagccaacc
ctggtgceca
cacgtcctgg
aacccccett
gcatctgtac
gatacctcag
ccttecatace
ctggatcttce
ctttotecaga
ctaggatacc
caattgttga
aaccccagea
ttgtaccact
agcctgagga
ctccagaaag
gataagaatg
aaacagtaca
cagetggtte
tttgtattga
attccaaaca
atcattggaa
gctgtgacac
ggaacaaata
atgttactga
cagtgccaca
atcctcccaa
ttaaatacat
cggagtatgt
tcgggaatte
tectegtatte
ttaagagatg
aatttgccag
gacattgtta
caggaactag
agaatcacag

agccccagga
tcaggaactc
ggeagecettce
gtgatcaaga
actctgcecacc
gaaaaaatgt
getgtgtggg
ttectettga
tcgatcatgg
gcteocatcect
tcacaggaaa
atgagtctte
tctgcageag
ggaacagttc
tcaggetggt
atacagggct
gagatgaaga
agctgtttta
aaagcagtgt
tcagcacaat
ctatggaaaa
ccaccagage
cagtttgeat
agtctaggaa
cttggttccce
ttgeagecayg
cagcagccac
tggtggagca
atgacgtggce
ctctaagtec
cgttgagtcec
gtecctgttac
tcaaactgca
agaacagcac
tactagagcet
tgaaatcctg
agactctett
agtcacaagg
actgcttcat
acatggtgea
tgtctaccca
ctattcataa
cgactacaac
agttacgggt
aacagtttga
tetttttett
ttectaaaat
atgecatace
aagctgatge
gactcatcca
aggagaatga
tgttagccaa
tatttgagat
tcgtcecactee
tggececatttt
aggagctctc
gggacagtac
aagaaacatt
caaaacagct
gcacactget
cagctgecac
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tgaagatgag
ttcecatggec
tgacagcagt
aaacaagcct
tcttgtecat
gectggtteeg
agcagcetatyg
caccacggaa
agacccacag
cagcaggtec
tacattttcet
tgttacttge
cagctacagt
ctattggctg
gagctttttg
tttaaaactg
ccccagggtyg
taaatgtgac
ttacctgaaa
aaccagaata
taacctttca
actcacattt
ttggagttta
gagctgtacc
attggatctce
tgctceccaaa
caagcaagag
gctcttetet
tcectggaccee
catccgacga
caagaaaggc
aacaagtaaa,
tgatgtectg
ggaaaagttt
ggccacactg
ctttagtcga
tggcacaaac
cecgageacag
ggeccecegtac
ggecggageag
gttgaagaca
tcacattcgt
atgtgtgcag
taattactgt
atacattgaa
cttggtatta
cattcagete
ggctetgecag
aggaaaagag
gtaccatcag
agacaagtgg
acagcagatg
tttggceect
aaacacaatg
gagggttctg
cttctecteeg
ttcaacgcta
tteaaggttt
gaaggtggaa
aatgtgtctg
taggctgttce

gaagccacag
cttcaacagyg
gttgataaat
tgcegeatca
tgtgtccgee
gacagggatg
gccctecace
taccctgagg
gttcgaggag
cgectteccacy
ttggcggatt
aagttagett
gagttaggac
gtgaggacag
gaggcaaaag
caagaacgag
cgacatgttg
caaggacaag
cttectecatge
tatagaggct
agagttattg
ggatgetgtg
ggttggcact
gttgggatag
tcagcceccatc
tetetgagaa
gaggtctgge
cacctgetga
gcaataaagyg
aaggggaagg
agtgaggcca
tecctecatcac
aaagctacac
ggagggtttc
caggacattg
gaaccaatga
ttggectcece
cgeccttgget
acccacttca
gagaacgaca
aacctcacga
ttgtttgaac
ttacagaagc
cttetggatt
gtgggccagt
ctatcttatg
tgtgatggca
ccecatagtec
cttgaaacce
gtgttggaga
aagcgactgt
cacattgact
tectecctee
gcgteegtga
atttcccagt
tatttaatct
gaagaacaca
ctattacaac
atgagtgagce
atccacatct
cgecagtgatg

21

gtattetteco
cacatttatt
ttgtgttgag
aaggtgacat
ttttatcetge
tgagggtcag
cggaatcttt
aacagtatgt
ccactgccat
tgggagattg
gcattcecttt
gtacagcetgt
tgcagctgat
agcttctgga
cagaaaactt
tgctcaataa
cecgeageatc
ctgatccagt
atgagacgca
ataacctact
cagcagtttc
aagcetttgty
gtggagtgec
ccacaatgat
aagatgcttt
gttecatggge
cagcecctggg
aggtgattaa
cagecttgee
agaaagaacc
gtgecagctte
tggggagttt
acgctaacta
tcecgectecage
ggaagtgtgt
tggecaactgt
agtttgatqgg
cctececagtgt
ccecaggecct
cctegggatg
gtgtcacaaa
ctcttgttat
aggttttaga
cagatcaggt
tcagggaatce
aacgctatcea
tcatggecag
acgacctett
aaaaagaggt
tgttcattcet
ctcgacagat
ctcatgaage
gteeggtaga
gcactgttea
caactgaaga
cctgtacagt
gtgaagggaa
tggttggtat
agcaacatac
tcaagtctgg
gctgtggegg

tgatgaagce
gaaaaacatg
agatgaagct
tggacagtcc
ttegtttttg
cgtgaaggcc
ctteagecaaa
ctecagacatc
tctectgtggg
gatgggeacc
gctgcggaaa
gaggaactgt
catcgatgtg
aacccttgea
acacagadggg
tgttgtcatce
actaattagg
agtggeegty
geectcecatet
accaagcata
tcatgaacta
tcttettteco
tcecactgagt
tctgaccetyg
gattttggcc
ctctgaagaa
ggaccgggcec
catttgtgcec
ttctctaaca
aggagaacaa
tagacaatct
ctatcatctt
caaggtcacyg
cttggatgtt
tgaagagatc
ttgtgttcaa
cttatcettce
gaggccagge
cgctgacgee
gtttgatgte
gaaccgtgca
aaaagcttta
tttgectggeg
gtttattgge
agaggcaatc
ttcaaaacag
tggaaggaag
tgtattaaga
ggtggtgtca
tgtectgeag
agctgacatce
ccttggagtg
catgctttta
actgtggata
tattgttctt
aattaatagg
acaaataaag
tcttttagaa
ttteotattge
aatgttcecgg
cagtttctac

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
27060
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3120

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760



acecctggaca
ctgctctggt
gtgcagcaga
tctggagaag
gtacgaagag
gagcacttaa
ccteocagtac
atccaggcaa
cttcagtget
gacaggcttc
cgecgggtag
gaagaactca
aggctctatt
tctecteccecag
agtccggaca
tctgeactge
ttcatgatga
agtgaaattt
geccecgtgtga
ctgectgeag
ctgtatecagt
aaactgccea
gtggcaaccc
gatctccagyg
gtggtctcct
atcctggagg
aataccccaa
aagtatatca
ttggeettgg
aacatcatca
ctggtgtgga
gagatcccecg
aacacactag
gtecctggtga
gagaggacce
atgactgtgc
aagcctctga
gtggagcaag
tatcaggcat
cacgagaagc
cteggeecagyg
gaggaatggg
acgtctccag
tttttgettg
gccatcctga
cgcaaccagt
dJaagacgaga
gggatggaca
agccacctge
ctgctggacyg
ctgaaaggga
gccactgegt
tcaataatac
atttaccact
ctggatgcag
cgggccatgg
agteccgggta
gctatggage
agagtggtgg
atgaacaaag
accgtggtgt

gettgaactt
gtcagatact
cceegaaaag
aggaggattc
gggctctcat
cgtggctecat
aggacttcat
tteagtcteg
tggaggggat
tgtgeacccc
aaatgettct
acagaatecca
ccctgetgga
tectettecceca
aagactggta
tggaaggtgce
actcggagtt
ctggtggcca
gcggeaccegt
ageocggogge
cecetgececac
gtcatttgea
ttgaggcect
cagggctgga
ccacagagtt
cegttgeoagt
aagccatcag
ctgcagectg
gtcataaaag
tcagcecctgge
agettggatg
tggagttcct
getggacceag
cgecagcccect
agatcaacgt
ctgtggcegy
aagetctcega
agattcaagc
gggatcetgt
tgctgctaca
tgtecataca
acgaggaaga
tcaactccag
agttgtacag
tcagtgaggt
ttgagctgat
tecctegetea
aggccgtgge
ccageagggt
acactgccaa
tcgeccactg
tttaccteat
agatgtgtgg
gtgcccteag
aatcgetggt
cggctctggg
gaacttcaga
gggtatetgt
ccaggatcect
tcatcggaga
ataaggtgtt
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gegggetegt
gctgettgte
acacagtctg
tgacttggca
tectettetgt
tgtaaatcac
cagtgecegtt
ttgtgaaaac
ccatctcage
tttcegtgtg
ggctgcaaat
ggaatacctt
caggtttegt
ccegetggac
cgttecatett
agagctggtg
caacctaagc
gaagagtgee
gcagcagctc
ctactggagc
tctggeecag
ccttectect
gtcctggeat
ctgetgetge
tgtgacccac
gcagcctgga
cgaggagdag
tgagatggtg
gaatagcgge
ccgectgece
gtcacccaaa
ccaggaaaag
tcgtacteag
cgtgatggag
cctggeegty
caacccagcet
caccaggttt
aatggtttca
cecttetetyg
gatcaaccec
ctcegtgtgg
ggaggaggag
gaaacacecgg
cegetggate
ggtcagatcc
gtatgtgacg
gtacctggtg
ggagcectgtce
tggagceccetg
gecagctcatce
cgtgaacatt
tgagaactat
ggtgatgetg
aggcctggag
caagctgagt
cctgatgete
ccetaatect
tettttigat
gececcagttt
gtttetgtee
tecagactetg

tecatgatea
aaccacaceg
teccagcacaa
gccaaacttg
gattatgtcet
attcaagatce
catcggaact
ctttecaacte
cagtcgggag
ctggctegea
ttacagagca
cagagcagcdg
ctctcoccacca
ggggatggge
gtcaaatcee
aatcggatte
ctgctagete
ctttttgaag
cctgetgtec
aagttgaatg
gcectggeac
gagaaagaga
ttgatccatg
ctggecctge
gcecetgectece
gagcagcette
gaggaagtag
gcagaaatgg
gtgceggegt
cttgtcaaca
ccgggaggayg
gaagtcttta
tttgaagaaa
caggaggaga
caggccatca
gtaagctgcect
gggaggaagc
aagagagaga
teteeggeta
gagcgggage
ctggggaaca
gccgacgcce
gctggagttg
ctgcegtcca
cttectagtgg
ctgacagaac
cectgecacct
agecgectge
cacggegtcee
ccggtcecateca
cacagccagc
cctetggacy
tctggaagtg
cgectectge
gtggacagag
acctgeatgt
gcagcececyg
aggatcagga
ctagacgact
aaccagcagce
cacagcaccd
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ccacccaccee
actaccgetyg
agttacttag
gaatgtgcaa
gtcagaacct
tgatcagect
ctgctgecag
caaccatget
ctgtgctcac
tggtcgacat
gecatggecca
ggctegetea
tgcaagactc
acgtgtecact
agtgttggac
ctgctgaaga
catgcttaag
cagccegtga
atcatgtctt
atctgtttgg
agtacctggt
aggacattgt
agcagatccc
agctgeetgg
tcatctactyg
ttagtccaga
atccaaacac
tggagtctcet
ttctecacgee
gctacacacg
attttggcac
aggagttcat
cttgggceccac
geccaccaga
cctecactggt
tggagcagca
tgagcattat
atattgccac
ctacaggtge
tggggagcat
gcatcacacc
ctgcaccttc
acatccactce
gctcagecag
tctecagactt
tgcgaagggt
gcaaggcage
tggagagcac
tetatgtget
gcgactatct
agcacgtact
tagggccgga
aggagtccac
tectetgagea
tgaacgtgea
acacaggaaa
acagecgagte
aaggctttce
tcttcecace
cataccccca
ggcagtegte

ggecctggtg
gtgggcagaa
tcecccagatg
tagagaaata
ccatgactce
ttececacgag
cggectgtte
gaagaaaact
gctgtatgtg
ccttgettagt
gttgecaatg
gagacaccaa
acttagtcce
ggaaacagtg
caggtcagat
tatgaatgece
cctagggatg
ggtgactctg
ccagcccgag
ggatgctgea
ggtggtetce
gaaattcgtg
gctgagtctg
cctetggage
tgtgcacttc
aagaaggaca
acagaatcct
gcagteggtg
attgcteagy
tgtgceeecca
agcattccet
ctaccgecatc
cctecttggt
agaagacaca
gctecagtgea
gccecggaac
cagagggatt
ccatcattta
cctecateage
gagctacaaa
cctgagggag
gtcaccaccc
ctgttegeag
gaggaccecg
gttcacecgag
gcacccttceca
tgcegtecett
gecteaggage
ggagtgecgac
cctetcecaac
agtcatgtgt
attttecageca
cccectecate
gectectceceege
cageeccgeac
ggagaaagte
agtgattgtt
ttgtgaagcece
ccaggacatce
gttecatggce
catggtcegg

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
€300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
69260
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
79280
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8540
9000
9060
9120
2180
9240
9300
9360
9420



gactgggteca
tggagectet
ccacatgtca
gtcgccacag
tectgtgettyg
cgaaatgtce
agctggggee
tggtcectat
tgtggcagaa
gctgagectg
aggtcctttce
tgggccagaa
aaggtgecgt
ccacgececyg
gctagacacce
atatcagtaa
cgcaaggect
tececetetect
atgttcetgt
ggecacagca
ctectecteg
ctgtcactca
agacatgggc
ggctggcagg
tgtgttttgt
gacagagece
ttagtcagga
gccactccta
ccaagtcatt
gatttgggag
ccctagagge
tcgatgtttk
tgecettgaga
gagatgtgga
caaagggagc
ctceccaacag
cggtagaaag
gtaagaaaat
tcctggaaaa
ctecceacee
cacaggccag
gtaaaacaga
ctettgttta
ggcagtaggt
tcattagtaa
gacacatcta
gecegtgteg
cgtgacggac
atcecactgg
atgttcctaa
attaatttgg
tggtaatatc
gegtgtttet
gtgatgttte
tgtgtecttt
tctgagaagg
ttteagagee
tggagctegg
acttectecce
gettetettg
cceeegette

tgctgteect
cetgettett
tcagcaggat
acttctacag
aggtggttge
acaaggtcac
ggagcectttg
gggcttecege
gtgctectttg
aggccttcea
tcctgatagt
gteccteoecte
gagcaggctt
tgtctggaty
cggcaccatt
agagattaat
gtgctgcatg
gtagccactg
ttatgcattc
ggactgagga
ggcacagacg
gctgagaagy
ctcccactece
tgttgggacc
ctgagecctct
agecatceoctt
gagtgcagat
tecececaggac
aaaatggaag
ctetgettge
gagccaggea
gggtattgaa
coccecaaget
cttgtatget
ccctectetg
aggcctecee
gggtccgatg
caccattett
gcccgctaga
gcectececgee
atgttgttcce
gcecatteect
cgacgtgatce
gteocceccacce
aaatgacttce
taattttaca
gttettectg
atccaggcgt
cgaagatggt
aaatctgtgg
ttgtcaagtt
aggaaagatt
tteccaaaat
cagctgecaa
caaggggaaa
ccectgtgece
cteggageca
gacggatagt
gttgceggggt
ctacctgtga
ctcectetge
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ctecaacttc
tgtcagegeg
gggcaagctg
acaccagata
agcceccagga
cacctgctga
gaagtctgtyg
acatgccegeg
tggeagtgge
gaaagcagga
cacctgetgg
ctgecaggetg
tgggaacact
cacagatgece
ctcecottete
tttaacgaac
cgacagcgte
gcatagcect
acaaggtgac
caggccececa
actgtecgttce
ccagcecctee
tgttecttge
tgetgeteca
ctceggtcaac
ctgecceegt
ctgtgetcat
aggtccectgg
tggattctag
cgactggcetg
aggttggcga
tgtggtaagt
tccacctgte
gcccacatac
agcagcctet
cagccaggac
tttgaggagg
ccgtattggt
aggtttggga
tcceecgeag
tggctagatg
tggaatgcat
taaaccagtc
cccaaagacce
acccacgeat
cacacaccte
gaagttgact
gggacgtggt
ctcecatatca
caagcaccca
ttgggggtgy
ttaatgaaac
gtgectecet
gtgectetttg
atgtgaagcet
taaaggacac
atgaacagct
agacagcaat
ggagtgaggt
gcatccttec
ggggaggacce

acgcagaggg
tccaccagcece
gagcaggtgg
gaggaggagce
agecccatatc
gcgecatggt
ccecttgtgece
ggcggcceagg
caggcaggga
gcagcectgtge
ttgttgcecag
getgttggee
ggcetgggte
atggcecctgtg
tcttkttctte
tatttetatg
cggggtagtyg
cctgagcacca
tgggatgtag
ttatcctagg
tcecacccace
ctggetgtga
tagcectggg
tggatgcatyg
agcaaagctt
tcecagetgac
cggagactge
accagcctce
atggeegggce
tgagacgagyg
ctgtcatgtg
ggaggaaatg
cctctectat
gtgaggggga
gecaggectyg
cacctegtcece
ccecttaaggg
tgggggctcc
acgaggggaa
gttatgtcag
tttacatttg
atcgetggge
cttagcaagg
tgcctagtgtyg
atacataaag
tcaagacgga
ttecttagac
cagggcaggg
gctetetgea
tegtattate
gctgtgggga
cagggtagaa
teegetgegg
ttactgtcca
gaaccececte
cactecgecce
cctectettg
aactcggtgt
tagttectgtg
cagcagacat
cgggaccaca
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cecceggtege
cgtgggtcge
acgtgaacct
tcgaccgeag
accggctgct
gggagagact
ctgeccteeac
caacgtgcgt
gtgtetgecag
tgcaccceat
gttgcagctg
cetetgetgt
tccectgatgg
ctgggccagt
tcaggattta
cecgtgtaaa
gacagggecc
cgcetgacatt
agaggegtta
ggtgcgctca
agtcagggac
gcagccteca

gtggcgtetyg

ccctaagagt:

ggtgtcttgg
atcttgcacg
cccacggecce
tgtttgcagg
tgctgctgat
caggggctet
gettggtttg
ttggaactect
gtggcagctyg
gctgaaaggg
tatgaggcectt
tcgtggeggg
aagctactga
tgtttctcat
agttctcaga
cagetctgag
taagaaataa
tcaacataga
ggctcagaac
ctecggagat
tatccatgea
gatgecatgge
ccgccaggte
ctecattcatt
gaagggadga
caaattttgt
gattgcetttt
ttgtttggea
gcccagctga
ccetecattte
cagacaccca
catcttecatg
gagctgagat
gtggeecgeoct
tgtctggtgg
ccteateggg
gctgetggece

catggccacg
ggcgatccte
tttetgectg
ggccttecag
gacttgttta
gtgaggeggce
cgagccaget
gtctetgeca
tcctggtggg
gtgggtgacc
ctcttgcatce
cctgcagtag
ggtgtgeatg
ggctggagggt
aaatttaatt
gtatgtgaat
ccggocacge
tcecgttgtac
gtgggcaggt
actgcagece
agcagcectcce
ctgtgtcecag
cctaggaget
gtcactgage
cactgttagt
gtgacccett
tgtcagagce
ccecagaggag
gtaggagctg
gcttecteag
gtecatgceccg
gtgcaggtge
gggagcagct
agccccetget
ttecccaccag
gecagcaggag
attataacac
cctagetttt
actgttgcetg
acagcagtat
cactgtgaat
gtttgtcettce
accccogetot
gaatatgage
tgtgcatata
ctectaagagt
aagttageccg
gcccactagg
agactttatc
tgcaaatgtg
gttttectge
atgecactgaa
gtctatgtag
tgccagegea
gaatgtageca
gagggggtca
gageecccacyg
ggcaggtgga
gtggagtcag
ctttgteecct
agggtagact

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9500

9960

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12800
12960
13020
13080



tggagctgtce
getgagggac
geeccteetgg
aggttcaggg
cettececte
agecttggag
ggggectecet
cttgagectec
ctgaatgett
tgctgcaaac

<210> 2
<211> 3144
<212> PRT

ctccagaggg
cttagagagce
gaaggaggga
ccegetette
agttgtttct
gatecgtggec
tgcececaggte
cctggageca
ctgagagcaa
attgtacatc

<213> Homo sapiens

<400> 2
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gtcacgtgta
tcaggatggc
gctgeteaga
ccccatgtgce
aagagcagag
aacgtggacce
tcactgettt
gcagggctgt
agggaaggac
caaattaaag

ggagtgagaa
tcagacgagg
atgccgecatg

ctgtcacget

tctceeegetyg
tgcctacgga
gcaccgtggt
gatgggcgag
tgacgagaga
ggaaaaaatg

24

gaaggaagat
acactecgett
acaactgaag
ctggtgeagt
caatctgggt
gggtgggctce
cagagggact
tcceggagec
tgtatattta
gaaaccatca

cttgagagcet
gcegggectg
gcaacctgga
caaaggaacy
ggtaactgcc
tgacccaagt
gtcagctgag
ccacccagac
attttttaac
at

13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13672



Met
Phe
Gln
Pro
Pro
65

Ala
Thr
vVal
Ile
Val
145
Met
Lys
Ala
Val
Ser
225
Phe
Phe
Ala
Phe
Glu

305
Arg

Ala
Gln
Gln
Pro
50

Gln
Val
Lys
Ala
Ala
130
Arg
Asp
Lys
Glu
Asn
210
val
Gly
Ile
Gly
Tyr
2 Sp
Asp

Tyr

Thr
Gln
Gln
35

Pro
Pro
Ala
Lys
Glin
115
Met
Met
Ser
Asn
Leu
195
Leu
Gln
Asn
Ala
Ser
275
Ser

Glu

Leu

Leu
Gln
20

Gln
Gln
Gln
Glu
Asp
100
ser
Glu
Val
Asn
Gly
180
Ala
Leu
Glu
Phe
Asn

260
Ala

Trp

val

Glu
Gln
Gln
Leu
Pro
Glu
85

Arg
val
Leu
Ala
Leu
165
Ala
His
Pro
Thr
Ala
245
Leu
Val
Leu

Sexr

Pro
328
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Lys
Gln
Gln
Pro
Pro
70

Pro
Val
Arg
Phe
Asp
150
Pro
Pro
Leu
Cys
Leu
230
Asn
Lys
Ser
Leu
Thr

310
Leu

Leu
Gln
Gln
Gln
85

Pro
Leu
Asn
Asn
Leu
135
Glu
Arg
Arg
val
Leu
215
Ala
Asp
Ser
Ile
Asn
2985

Leu

Leu

Met
Gln
Gln
40

Pro

Pro

His

Ser
120
Leu

Cys
Leu
Serxr
Arg
200
Thr
Ala

Asn

Ser

Cys
280
Val
Leu

Gln

Lys
Gln
25

Pro
Pro
Pro
Arg
Cys

105
Pro

Cys
Leu
Gln
Leu
185
Pro
Arg
Ala
Glu
sex
265
Gln
Leu

Ile

Gln

25

Ala
10

Gln
Pro

Pro

Pro
20

Leu
Glu
Ser
Asn
Leu
170
Arg
Gln
Thr
al
Ile
250
Pro
His
Leu

Leu

Gln
330

Phe
Gln
Pro
Gln
Pro

75
Lys

Phe
Asp
Lys
155
Glu
Ala
Lys
Ser
Pro
235
Lys
Thr
Ser
Gly
Gly

315
val

Glu
Gln
Pro
Ala
60

Pro
Lys
Ile
Gln
Asp
140
Val
Leu
Ala
Cys
Lys
220
Lys
Val
Ile
Arg
Leu
300
Val

Lys

Ser
Gln
Pro
45

Gln
Pro
Glu
Cys
Lys
i25
Ala

Ile

Leu
Arg
205
Arg
Iie

Leu

Axg
285
Leu
Leu

Asp

Leu
Gln
30

Pro
Pro
Pro
Leu
Glu
110
Leu
Glu
Lys
Lys
Trp
190
Pro
Pro
Met
Leun
Arg
270
Val

Leu

Thr

Lys
15

Gln
Pro
Leu
Gly
Ser
25

Asn
Leu
Ser
Ala
Glu

175
Arg

Glu
Ala
Lys
255
Thr
Gln
Pro

Thr

Ser
335

Ser
Gln
Pro
Leu
Pro
80

Ala
Ile
Gly
Asp
Leu
160
Ile
Phe
Leu
Glu
Ser
240
Ala

Ala

Val

Len
320
Leu



Lys

Ala

Leu
385
Gly

Ser

Glu
Ser
465

aAla
Ile
Asp
Glu
Asp
545

Ser
Pro
Leu
Gly
Ala
625.
Pro
Glu
Gly
Leu
Pro

705
val

Ser
Ala
Ser
785
Gly

Leu

Gly
Glu
Gln
370
Phe
Gly

Arg

Glu
450
Ser
Ala

Thr

Leu

Asp
830
Pro
Asp
Ser
Gly
Ile
610
Leu
Serxr
Pro
Gln
Leu
690
Asp
Gly
Lys
Asp
Thr
770
Arg

Asn

Lys

Ser
Gln
355
Asp
Arg
Ile
Ser
Pro
435
Glu
Ala
Ser
Glu
Ala
515
Ile
Ala
Ser
Asp
Leu
5985
Leu
Gln
Asp
Gly
Ser
675
Sex
Arg
Ala
val
Ile
755
ala
Phe
Thr

Asp

Phe
340
Leu
His
Thr
Gly
Gly
420
val
Ala
Leu
Ser
Gln
500
Ser
L.eu
Met
Ser
Ser
580
Gin
Pro
Gln
Ser
Asp
660
Thr
Ala
Asp
Ala
Pro
740
Leu
Ile
His
Phe

Glu

Gly
vVal
Asn
Pro
Gln
405
Ser
Leu
Leu
Thr
Gly

485
Pro

Ser
Asp
Gln
565
Sexr
Ile
Asp
Ala
Ser
645
Gln
Asp
Ser
Val
Val

725
Leu

Leu
Val
Ser

805
Ser
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vVal
Gln
Val
Pro
390
Leu
Ile
Ser
Glu
Ala
470
Val
Arg
Asp
His
Ieu
550
Thr
Glu
Gly
Glu
His
630
Val
Glu
Asp
Phe
Arg
710
Ala
Asp
Tyx
Cys
Gly
790

Leu

Ser

Thr Arg Lys

val
val
375
Pro
Thr
val
Arg
Asp
455
Ser
Ser
Ser
Leu
Ser
535
Asn
Thr
Ile
Gln
Ala
615
Leu
Asp
Asn
Asp
Leu
695
val
Leu
Thr
Ile
Gly
775
Asp
Ala

Val

Tyx
360
Thr
Glu
Ala
Glu
Lys
440
Asp
Val
Thr
Gln
Thr
520
Ser
Asp
Thx
Val
Pro
600
Ser
Leu
Lys
Liys
Ser
680
Leu
Ser
His
Thr
Asp

760
Thr

Trp
Asp

Thr

345
Glu

Gly
Leu
Ala
Leu
425
Gln
Ser
Lys
Pro
His
505
Ser
Ser
Gly
Glu
Leu
585
Glin
Glu
Lys
Phe
Pro
€65
Ala
Thr
val
Pro
Glu
745
His
Leu
Met

Cys

Cys

26

Glu
Leu
Ala
Leu
Lys
410
Ile
Lys
Glu
Asp
Gly
490
Thr
Ser
Glo
Thr
Gly
570
Asp
Asp
Ala
Asn
Val
650
Cys
Pro
Gly
Lys
Glu
730
Tyr
Gly
Ile
Gly
Ile

81¢
Lys

Met
Thr
Len
Gln
395
Glu
Ala
Gly
Ser
Glu
475
Ser
Leu
Ala
Val
Gln
555
Pro
Gly
Glu
Phe
Met
635
Leu
Arg
Leu
Gly
Ala
715
Ser
Pro
Asp
Cys
Thr
795

Pro

Leu

Glu
Leu
Glu
380
Thr
Glu
Gly
Lys
Arxrg
460
Ile
Ala
Gln
Thr
Ser
540
Ala
Agp
Thr
Asp
Arg
620
Ser
Axrg
Ile
Val
Livs
700
Leu
Phe
Glu
Pro
Ser
780
Ile

Leu

Ala

val
His
365
Leu
Leu
Ser
Gly
Val
445
Sexr
Serx
Gly
Ala
Asp
525
Ala
Ser
Ser
Asp
Glu

605
Asn

Asp
Liys
His
685
Asn
Ala
Phe
Glu
Gln
765
Ile
Arg

Leu

Ser
350
His
Leu
Thr
Gly
Gly
430
Leu
Asp
Gly
His
Asp
510
Gly
val
Ser
Ala
Asn
580
Glu
Ser
Cys
Glu
Gly
670
Val
Leu
Ser
Gln
750
val

Leu

Arg

Pro
Thxr
Gln
Ala
Gly
415
Ser
Leu
Val
Glu
Asp
495
Ser
Asp
Pro
Pro
val
575
Gln
Ala
Ser
Arg
Ala
655
Asp
val
Leu
Ser
Lys
735
™YY
Arg
Ser
Leu
Lys

815
Ala

Ser
Gln
Gln
Val
400
Arg
Ser
Gly
Ser
Leu
480
Ile
Val
Glu
Ser
Ile

560
Thy

Tyx
Thr
Met
Gln
640
Thr
Ile
Arg

Val

Cys
720
Leu
Val
Gly
Arg
Thr
800
Thr

Val



Arg
Leu
Leu
865
Leu
His
Val
Ala
Asp
8945
Ser
Phe
Pro

Ala

Phe
1025

Asn
Gln
850
vVal
val
His
Val
Ala
930
Glu
val
Ser

Ser

Ala

Cys
835
Leun
Arg
Ser
Tyr
Ile
915
Ala
Gly
TVr
Val
Ile

995
val

1010

Gly

Cys

Cys Ile Trp

Ser Asp Glu

1075

820
Val

Ile
Thx
Phe
Thx
900
His
Sexr
Gln
Leu
Ser
980
Thr
Serxr
Cys

Ser

sexr

Met
Ile
Glu
Leu
885
Gly
Leu
Leu
Ala
Lys
965
Thr
Asp
His
Glu

Leu

Ser
Asp
Leu
870
Glu
Leu
Leu
Ile
Asp
950
Leu
Ile
val

Glu

Ala

ES 2 485 848 T3

Leu
Val
855
Leu
Ala
Leu
Gly
Arg
935
Pro
Leu
Thr
Thr

Leu

Cys
840
Len
Glu
Lys
Lys
Asp
9290
Leu
Val
Met
Arg
Met

1000
Ile

1018
Leu Cys Leu

1030
Gly Trp His Cys

1045

Arg

1060
Leu Thr Leu Leu Ser

Gln Asp Ala Leu Ile

1080

Lys Ser Leu Arg Ser

1105

Ala Thr Lys Gln Glu
1128
Val Pro Met Val Glu
1140

Ile Cys Ala His Val
1155
Ala Ala Leu Pro Ser

1170

Arg Lys Gly Lys Glu

1185

Ser Pro Lys Lys Gly
1205

Thr Ser Gly Pro Val Thr
1220
Tyr His Leu Pro Sexr Tyr
1235
His Ala Asn Tyr Lys Val
1250
Phe Gly Gly Phe Leu Arg
12790
Glu Leu Ala Thr Leu Gln Asp Ile Gly Lys Cys Val Glu Glu Ile
1285
Gly Tyr Leu Lys Ser Cys Phe Ser Arg Glu Pro Met Met Ala
1300

1265

825
Ser

Thr
Thr
Ala
Leu
905
Glu
Val
Val
Hisg
Ile
985
Glu

Thr

Lys Ser Cys Thr
1065
Ser Ala Trp Phe

1080

Ser
Leu
Leu
Glu
890
Gln
Asp
Pro
Ala
Glu

970
Tyr

Asn
Ser
Leu

Gly
1050

Ser
Arg
Ala
875
Asn
Glu
Pro
Lys
Val
955
Thr
Arg
Asn

Thr

Ser
1035

Tyr
Asn
860
Glu
Leu
Arg
Arg
Leu
940
Ala
Gln
Gly

Leu

Thr
1020

Ser
845
Ser

Ile

Val
val
925
Phe
Arg
Pro

Tyr

Sex

830
Glu

Ser
Asp
Arg
Leu
210
Arg
Tyr
Asp
Pro
Asn

950
Arg

1005
Arg Ala

Thxr Ala Phe

Val Pro Pro Lieu

Val Gly Met Ala Thr

1070

Leu
YT
Phe
Gly
895
Asn
His
Lys
Glin
Ser
875
Leu
Val
Lieu
Pxo
Ser

1055
Met

Gly
Trp
Arg
880
Ala
Asn
Val
Cys
Ser
960
His
Leu
Ile
Thr
Val
1040
Ala

Ile

Pro L.eu Asp Leu Ser Ala His

1085

Leu Ala Gly Asn Leu Leu Ala Ala Ser Ala Pro
1095
Ser Trp Ala Ser
1110

Glu

Val Trp Pro

Gln Leu Phe Ser

Leu
Lieu

Lys

1145

1100

Glu Glu Glu Ala Asn Pro Ala

Ala
1130
His

Asp Asp Val Ala

1160

Thr Asn Pro Pro
1175

Glu

1180

Ser

Glu

Thr

Leu

Thxr

1255

1115
Leu

Leu

Pro

Ser

Pro Gly Glu Gln

Ala Ser Ala

1210

1195

1120

Gly Asp Arg Ala Leu

1135

Leu Lys Val Ile

1150

Gly Pro Ala Ile

1165

Leu Ser Pro Ile

1180

Ala Sexr Val Pro

Ala Ser Arg Glun Ser

iz21s

Asn
Lys
Arg
Leu

1200
Asp

Ser Lys Ser Ser Ser Leu Gly Ser Phe
1225
Lys Leu His Asp Val Leu Lys

1240

1245

1230

Leu Asp Leu Gln Asn Ser Thr

1260

Ala

Glu

Ser Ala Leu Asp Val Leu Ser Gln Ile

1290

1305
27

12758

i310

1298
Thx

Thr
Lys
Leu
1280

Leu

Vval



ES 2 485

Cys Val Gln Gln Leu Leu Lys Thr
1315
Gln Phe Asp Gly Leu Ser Ser Asn
1330 1335
Gln Arg Leu Gly Ser Ser Ser Val
1345 1350
Phe Met Ala Preo Tyr Thr His Phe
1365
Leu Arg Asn Met Val Gln Ala Glu
1380
Phe Asp Val Leu Gln Lys Val Ser
1395
Ser Val Thr Lys Asn Arg Ala Asp
1410 12415
Arg Leu Phe Glu Pro Leu Val Ile
1425 1430
Thr Thr Cys Val Gln Leu Gln Lys
1445
Gln Leu Arg Val Asn Tyx
1460
Gly Phe Val Leu Lys Gln
1475
Glu Ser Glu Ala Ile Ile
1495
Sexr Tyr Glu Arg Tyr
1510
Ile Gin Leu Cys Asp
1525
His Ala Ile Pro Ala
1540
Arg Gly Thr Asn Lys
1555
Glu

Leu Val
Phe Ile

Phe Arg
1490

Leu Leu

1505

Lys Ile

His
Gly

Val Thr Leu

Val Leu Ala
Val val val Ser
1575
Glu Met Phe Ile Leu
1580
Lys Txp Lys Arg Leu
1605
Leu Ala Lys Gln Gln
1620
Val Leu Asn Thr Leu Phe
1635 1640
Val Asp Met Leu Leu Arg
1655
Ser Val Ser Thr Val Gln
1670
Arg Val Leu Ile Ser Gln
1685
@Gln Glu Leu Ser Phe Ser
1700
Arg Leu Axg Asp Gly Asp
1715 1720
Ser Glu Gly Lys Gln Ile Lys Asn
1730 1735
Phe Leu Leu Gln Leu Val Gly Ile
1748 1750
Gln Leu Lys Val Glu Met Ser Glu
1765
@Glu Leu Gly Thr Leu Leu Met Cys
1780
Met Phe Arg Arg Ile Thy Ala Ala

Gln Lys Met
1570

Gln Vval

1585

Asn Glu

Leu
Asp

Leu Pro Met

Leu Gly

Arg Pro

1650
Met Ala
1665
Ile Leu
Arg Ile

Ile Asn

1320

1400

1480

1560

848 T3

Leu Phe Gly Thr Asn Leu Ala Ser
1325
Pro Ser Lys Ser Gln Gly Arg Ala
1340
Arg Pro Gly Leu Tyr His Tyr Cys
1355 1360
Thr Glo Ala Leu Ala Asp Ala Ser
1370 1375
Gln Glu Asn Asp Thr Ser Gly Trp
1385 i390
Thr Gln Leu Lys Thr Asn Leu Thr
1405
Ile His Asn His Ile
1420
Lys

Lys Asn Ala

Lys Ala Leu
1435
Gln Val Leu
1450
Cys Leu Leu
1465
Phe Glu Tyr

Gln Tyr Thr Thr
14490

Leu Lreu Ala Gln

1455
Ser Asp Gln Val
1470

Glu Val Gly Gin

1485

Phe Phe Leu Val

Asp
Asp
Ile
Pro Asn Ile Phe
1500
Ile Ile Gly Ile Pro
1520
Ser Gly Arg Lys Ala
1535
Val His Asp Leu Phe
1550
Lys Glu Leu Glu Thr
1565
Leu Ile Gln Tyr His
1580 ’
Val Leu Gln Gln Cys His Lys Glu
1595 1600
Ser Arg Gln Ile Ala Asp Ile Ile
1610 1615
Met His Ile Asp Ser His Glu Ala
1625 1630
Glu Ile Leu Ala Pro Ser
1645
Met Phe val Thxr Pro
1660
Trp Ile Ser
1675
Thr Glu Asp
1690
Tyr Leu Ile

Ser Lys Gln
1515
Ile Met Ala
1530
Gin Pro Ile
1545
Asp Ala Gly

Leu Leu Arg

Sex Leu

Ser Asn Thr
Leu Ala
1680
Leu Ser
1695
Thr vVal

Leu Gly Ile

Ser Ile val
Pro
1705
Ser Thr Ser Thr

Sexr Cys
1710

Leu Glu

1725

Thxr Phe

Glu His

Leu Pro Glu Glu

1740
Leu Leu Glu Asp Ile Val

1755
Gln Gln His Thr Phe Tyx
1770

Leu Ile His Ile Phe Lys
1785 1790
Ala Thr Arg Leu Phe Arg Ser Asp

Sexr Arg

Thr Lys
1760
Cys Gln
1775
Ser Gly

28
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1795 1800 : 1805
Gly Cys Gly Gly Ser Phe Tyr Thr Leu Asp Ser Leu Asn Leu Arg Ala
igio 1815 1820
Arg Ser Met Ile Thr Thr His Pro Ala Leu Val Leu Len Trp Cys Gln
1825 1830 1835 1840
Ile Leu Leu Leu Val Asn His Thr Asp Tyr Arg Trp Trp Ala Glu Val
1845 1850 1855
Gln Gln Thr Pro Lys Arg His Ser Leu Ser Ser Thr Lys Leu Leu Ser
1860 1865 1870
Pro Gln Met Ser Gly Glu Glu Glu Asp Ser Asp Leu Ala Ala Lys Leu
1875 1880 1885
Gly Met Cys Asn Arg Glu Ile Val Arg Arg Gly Ala Leu Ile Leu Phe
1890 1895 1500
Cys Asp Tyr Val Cys Gln Asn Leu His Asp Ser Glu His Leu Thr Txp
1905 1910 1915 1220
Leu Ile Val Asn His Ile Gln Asp Leu Ile Ser Leu Ser His Glu Pro
1925 1930 1935
Pro Val Gln Asp Phe Ile Ser Ala Val His Arg Asn Ser Ala Ala Ser
1840 1945 1950
Gly Leu Phe Ile Gln Ala Ile Gln Ser Arg Cys Glu Asn Leu Ser Thr
1955 1960 1865
Pro Thr Met Leu Lys Lys Thr Leu Gln Cys Leu Glu Gly Ile His Leu
1870 1975 1980
Ser Gln Ser Gly Ala Val Leu Thr Leu Tyr Val Asp Arg Leu Leu Cys
1985 1930 1995 2000
Thr Pro Phe Arg Val Leu Ala Arg Met Val Asp Ile Leu Ala Cys Arg
2005 2010 2015
Arg vVal Glu Met Leu Leu Ala Ala Asn Leu Gln Ser Ser Met Ala Gln
2020 2025 2030
Leu Pro Met Glu Glu Leu Asn Arg Tle Gln Glu Tyr Leu Gln Ser Ser
) 2035 2040 2045
Gly Leu Ala Gln Arg His Glmn Arg Leu Tyr Ser Leu Leu Asp Arg Phe
2050 2055 . 2060
Arg Leu Ser Thr Met Gln Asp Sexr Leu Ser Pro Ser Pro Pro Val Ser
2065 2070 - 2075 2080
Ser His Pro Leu Asp Gly Asp Gly His Val Ser Leu Glu Thxr Val Ser
2085 2080 2095
Pro Asp Lys Asp Trp Tyr Val His Leu Val Lys Ser Gln Cys Trp Thr
2100 . 2108 2110
Arg Ser Asp Sexr Ala Leu Leu Glu Gly Ala Glu Leu Val Asn Arg Ile
2115 2120 2125
Pro Ala Glu Asp Met Asn Ala Phe Met Met Asn Ser Glu Phe Asn Leu
2130 2135 2140
Ser Leu Leu Ala Pro Cys Leu Ser Leu Gly Met Ser Glu Ile Ser Gly
2145 2150 2155 2160
Gly GIn Lys Ser Ala Leu Phe Glu Ala Ala Axg Glu Val Thr Leu Ala
2165 2170 2175
Arg Val Ser Gly Thr Val Gln Gln Leu Pro Ala Val His His Val Phe
2180 2185 2150
Gln Pro Glu Leu Pro Ala Glu Pro Ala Ala Tyr Trp Ser Lys Leu Asn
21858 2200 : 2205
Asp Leu Phe Gly Asp Ala Ala Leu Tyr Gln Ser Leu Pro Thr Leu Ala
2210 2215 2220
Arg Ala Leu Ala Gln Tyr Leu Val Val Val Ser Lys Leu Pro Ser His
2225 2230 2235 2240
Leu His Leu Pro Pro Glu Lys Glu Lys Asp Ile Val Lys Phe Val Val
2245 2250 2255
Ala Thr Leu Glu Ala Leu Sex Trp His Leu Ile His Glu Gln Ile Pro
2260 2265 2270
Leu Ser Leu Asp Leu Gln Ala Gly Leu Asp Cys Cys Cys Leu Ala Leu
2275 2280 2285
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Gln Leu Pro Gly Leu Trp Ser Val Val Ser Ser Thr Glu phe Val Thr
2290 22895 2300
His Ala Cys Ser Leu Ile Tyr Cys Val His Phe Ile Leu Glu Ala Val
2305 2310 2315 2320
Ala Val Gln Pro Gly Glu @ln Leu Leu Ser Pro Glu Arg Arg Thr Asn
2325 2330 2335
Thr Pro Lys Ala Ile Ser Glu @Glu Glu Glu Glu Val Asp Pro Asn Thr
2340 2345 2350
Gln Asn Pro Lys Tyr Ile Thr Ala Ala Cys Glu Met Val Ala Glu Met
2355 2360 2365
val Glu Ser Leu Gln Ser Val Leu Ala Leu @ly His Lys Arg Asn Ser
2370 2375 2380
Gly Val Pro Ala Phe Leu Thr Pro Leu Leu Arg Asn Ile Ile Ile Ser
2385 2390 2395 2400
Leu Ala Arg Leu Pro Leu Val Asn Ser Tyr Thr Arg Val Pro Pro Leu
2405 2410 2415
Val Trp Lys Leu Gly Trxrp Ser Pro Lys Pro Gly Gly Asp Phe Gly Thr
2420 2425 2430
Ala Phe Pro Glu Ile Pro Val Glu Phe Leu Gln Glu Lys Glu Val Phe
2435 2440 2445
Lys Glu Phe Ile Tyr Arg Ile Asan Thr Leu Gly Trp Thr Ser Arg Thr
2450 2455 . 2460
Gln Phe Glu Glu Thr Trp Ala Thr Leu Leu Gly Val Leu Val Thr Gln
2465 2470 2475 2480
Pro Leu Val Met Glu Gln Glu Giu Ser Pro Pro Glu Glu Asp Thr Glu
2485 2490 2495
Arg Thr Gln Ile Asn Val Leu Ala Val Gln Ala Ile Thr Ser Leu Val
2500 2505 2510
Leu Ser Ala Met Thr Val Pro Val Ala Gly Asn Pro Ala Val Ser Cys
.- 2515 2520 2525
Leu Glu Gln Gln Pro Arg Asn Lys Pro Leu Lys Ala Leu Asp Thr Arg
2530 2535 2540 .
Phe Gly Arg Lys Leu Ser Ile Ile Arg Gly Ile Val Glu Gln Glu Ile
2545 2550 2555 2560
Gln Ala Met Val Sex Lys Arg Glu Asn Ile Ala Thr His His Leu Tyr
2565 2570 2575
Gln Ala Trp Asp Pro Val Pro Ser Leu Ser Pro Ala Thr Thrxr Gly Ala
2580 2585 2590
Leu Ile Ser His Glu Lys Leu Leu Leu Gln Ile Asn Pro @Glu Arg Glu
2595 2600 2605
Leu Gly Ser Met Ser Tyr Lys Leu Gly Glm Val Sexr Ile His Ser Val
2610 2615 2620
Trp Leu Gly Asn Ser Ile Thr Pro Leu Arg Glu Glu Glu Trp Asp Glu
2625 2630 2635 . 2640
Glu Glu Glu Glu Glu Ala Asp Ala Pro Ala Pro Sexr Ser Pro Pro Thr
2645 2650 2655
Ser Pro Val Asmn Ser Arg Lys His Arg Ala Gly Val Asp Ile Hig Sex
2660 2665 2670
Cys Ser Gln Phe Leu Leu Glu Leu Tyr Ser Arg Trp Ile Leu Pro Ser
2675 2680 2685
Ser Ser Ala Arg Arg Thr Pro Ala Ile Leu Ile Ser Glu Val Val Arg
2690 2695 2700
Ser Leu Leu Val Val Ser Asp Leu Phe Thr Glu Arg Asn Gln Phe Glu
2705 2710 27185 2720
Leu Met Tyr Val Thr Leu Thr Glu Leu Arg Arg Val His Pro Ser Glu
27258 2730 2735
Asp Glu Ile Leu Ala Gln Tyr Leu Val Pro Ala Thr Cys Lys Ala Ala
2740 2745 2750
Ala Val Leu Gly Met Asp Lys Ala Val Ala Glu Pro Val Ser Arg Leu
2755 2760 2765
Leu Glu Ser Thr Leu Arg Ser Ser His Leu Pro Ser Arg Val Gly Ala
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2770 2775 2780
Leu His Gly Val Leu Tyr Val Leu Glu Cys Asp Leu Leu Asp Asp Thr
2785 2790 2785 2800
Ala Lys Gln Leu Ile Pro Val Ile Ser Asp Tyr Leu Leu Ser Asn Leu
2805 2810 2815
Lys Gly Ile Ala His Cys Val Asn Ile His Ser Gln Gln His Val Leu
2820 2825 2830
Val Met Cys Ala Thr Ala Phe Tyr Leu Ile Glu Asn Tyr Pro Leu Asp
2835 2840 2845
Val Gly Pro Glu Phe Ser Ala Ser Ile Ile Gln Met Cys Gly Val Met
2850 2855 2860
L.eu Ser Gly Ser Glu Glu Sexr Thrxr Pro Ser Ile Ile Tyr His Cys Ala
2865 2870 2875 2880
Leu Arg Gly Leu Glu Arg Leu Leu Leu Ser Glu Gln Leu Ser Arg Leu
2885 2830 2895
Asp Ala Glu Ser Leu Val Lys Leu Ser Val Asp Arg Val Asn Val His
2900 2905 2910
Ser Pro His Arg Ala Met Ala Ala Leu Gly Leu Met Leu Thr Cys Met
2915 2920 : 2925
Tyr Thr Gly Lys Glu Lys Val Ser Pro Gly Arg Thr Ser Asp Pro Asn
2830 28935 2540
Pro Ala Ala Pro Asp Ser Glu Ser val Ile val Ala Met Glu Arg Vval
2945 2950 2855 2960
Ser Val Leu Phe Asp Arg Ile Arg Lys Gly Phe Pro Cys Glu Ala Arg
2965 2570 2975
Val Val ala Arg Ile Leu Pro Gln Phe Leu Asp Asp Phe Phe Pro Pro
2980 2985 2890
Gln Asp Ile Met Asn Lys Val Ile Gly Glu Phe Leu Ser Asn Gln Gln
2985 3000 3005
Pro Tyr Pro Gln Phe Met Ala Thr val Val Tyr Lys Val Phe Gln Thr
3410 3015 3020
Leu His Ser Thr Gly Gln Ser Ser Met Val Arg Asp Trp Val Met Leu
3025 3030 3035 3040
Ser Lieu Ser Asn Phe Thr Gln Arg Ala Pro val Ala Met Ala Thr Trp
3045 3050 3055
Ser Leu Ser Cys Phe Phe Val Ser Ala Ser Thr Ser Pro Trp Val Ala
3060 3065 3070
Ala Tle Leu Pro His Val Ile Sexr Arg Met Gly Lys Leu Glu Gln Val
3075 3080 3085
Asp Val Asn Leu Phe Cys Leu Val Ala Thr Asp Phe Tyr Arg His Gln
3030 3085 3100
Ile Glu Glu Glu Leu Asp Arg Arg Ala Phe Gln Ser Val Leu Glu Val
3105 3110 3115 3120
Val Ala Ala Pro Gly Ser Prc Tyr His Arg Leu Leu Thr Cys Leu Arg
3125 3130 3135
Asn Val His Lys Val Thr Thr Cys
3140

<210> 3

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 3
ugcagcugau caucgaugug cugacccuga ggaacaguuc 40
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<210>4

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 4

ES 2 485 848 T3

gaacuguucc ucagggucag cacaucgaug aucagcugca

<210>5

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 5
tgtgctgact ctgaggaaca g

<210>6

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 6
ugugcugacu cugaggaaca g

<210>7

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 7
cuguuccuca gagucagcac a

<210>8

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 8
catacctcaa actgcatgat g

<210>9

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400>9
cauaccucaa acugcaugau g

21

21

21

21

21
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<210> 10

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 10
caucaugcag uuugagguau g

<210> 11

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 11
gcctgcagag ccggeggcect a

<210>12

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 12
gccugcagag ccggeggecu a

<210> 13

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 13
uaggcegecg geucugeagg ¢

<210> 14

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 14
acagagtttg tgacccacgc ¢

<210> 15

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 15
acagaguuug ugacccacgc ¢

ES 2 485 848 T3
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<210> 16

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 16
ggcguggguc acaaacucug u

<210> 17

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 17

tcectcatct actgtgtgea c 21

<210> 18

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 18
ucccucaucu acugugugea ¢

<210> 19

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 19
gugcacacag uagaugaggg a

<210> 20

<211>5

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 20
ugugc 5

<210>21

<211>7

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 21
gcacauc 7

ES 2 485 848 T3

21

21

21

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 22

<211>5

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 22
guugc 5

<210> 23

<211>7

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 23
ggaagag 7

<210> 24

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 24
ugugcugacc cugaggaaca g

<210> 25

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 25
guuccucagg gucagcacau ¢

<210> 26

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 26
ugugcugacc cugaggaaaa g

<210> 27

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 27
uuuccucagg gucagcacau ¢

ES 2 485 848 T3
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<210> 28

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 28
ugugcugacc cugaggaaaa g 21

<210> 29

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 29
guuccucagg gucagcacau ¢ 21

<210> 30

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 30
gcgtaatacg actcactata ggaacagtat gtctcagaca tc

<210> 31

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 31
uucgaaguau uccgeguacg u 21

<210> 32

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 32
gcgtaatacg actcactata ggacaagcct aattagtgat gc

<210> 33

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 33
gaacagtatg tctcagacatc 21

42

42
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REIVINDICACIONES

1. Una cantidad efectiva de un agente de ARNi seleccionado de agentes de ARNpi y ARNph para uso en el
tratamiento de la enfermedad de Huntington causada por una mutaciéon en el gen htt que codifica una proteina
Huntingtina mutante de ganancia de funcion, dirigiendo un solo polimorfismo de nucleétido que no causa
enfermedad localizado en un sitio distinto de una mutacién que causa enfermedad dentro del gen htt que codifica la
proteina Huntingtina mutante, de tal manera que se presenta la interferencia especifica de dicho gen, en donde el
agente de ARNi se dirige a una region polimorfica en el gen que es distinta de una regién expandida de CAG dentro
del gen mutante.

2. El agente de ARNi de la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho gen
comprende una region expandida de repeticion de trinucleotidos.

3. El agente de ARNi de la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha proteina
mutante comprende un dominio expandido de poliglutamina.

4. El agente de ARNi de la reivindicacién 1 para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
donde el agente de ARNi comprende una primera cadena que comprende aproximadamente 16-25 nucledtidos
homologa a una region del gen que comprende el polimorfismo y una segunda cadena que comprende
aproximadamente 16-25 nucledtidos complementarios a la primera cadena.

5. El agente de ARNi de la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la cantidad
efectiva es una cantidad efectiva para inhibir la expresion o actividad de la proteina mutante.

6. Un agente de ARNi que comprende una primera cadena que comprende aproximadamente 16-25 nucleétidos
homélogos a una regién de un gen que codifica una proteina Huntingtina mutante de ganancia de funcién,
comprendiendo dicha region un solo polimorfismo de nucleétido que no causa enfermedad localizado en un sitio
distinto de una mutaciéon que causa enfermedad, y una segunda cadena que comprende aproximadamente 16-25
nucleétidos complementarios a la primera cadena, en donde el agente de ARNi dirige la escisién especifica objetivo
de un ARNm transcrito del gen que codifica la proteina Huntingtina mutante.

7. El agente de ARNI de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho polimorfismo se selecciona
ya sea de entre el grupo que comprende PI-P5, o seleccionado de entre el grupo que comprende P6-P43.

8. El agente de ARNi de la reivindicacion 6 o 7, en donde la primera cadena comprende una secuencia de
nucleétidos idéntica a la secuencia de la region que comprende el polimorfismo.

9. El agente de ARNi de la reivindicacién 6, 7 u 8, que comprende ademas una porcién de bucle que comprende 4 -
11 nucleétidos que conectan las dos cadenas.

10. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica el agente de ARNi de cualquiera de las reivindicaciones 6 a
9.

11. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacién 10.

12. El vector de la reivindicacion 11, que es un vector viral, vector retroviral, casete de expresion, o plasmido; y en
cuyo caso comprende ademas opcionalmente un promotor de ARN polimerasa 1ll o ARN polimerasa Il; y en cuyo
caso opcionalmente ademas en donde el promotor de la ARN polimerasa Ill es el promotor U6 o HI.

13. Una célula huésped que comprende el agente de ARNi, la molécula de acido nucleico, o el vector de cualquiera
de las reivindicaciones 6 a 12.

14. La célula huésped de la reivindicacion 13, que es una célula huésped de mamifero, en cuyo caso opcionalmente,
en donde la célula huésped es una célula de mamifero no humano o una célula humana.

15. Una composicién que comprende el agente de ARNi, la molécula de acido nucleico, el vector o la célula huésped
de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 14 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

16. Un agente de ARNi seleccionado de ARNpi y ARNph para uso en el tratamiento de la enfermedad de Huntington
mediante la identificaciéon de un Unico polimorfismo de nucleétido en el gen htt que codifica una proteina Huntingtina
mutante de ganancia de funcién y la administracion del agente de ARNi que dirige dicho polimorfismo de tal manera
gue se reduce la proteina mutante, en donde el polimorfismo es un polimorfismo de un solo nucleétido que no causa
enfermedad situado en un sitio distinto de una mutaciéon dentro de un region polimérfica que es distinta de una
region expandida de CAG dentro del gen mutante.
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5A
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FIG. 5B
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FIG. 5C
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FIG.6
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