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DESCRIPCION
Terapia mediada por ARN interferente para enfermedades neurodegenerativas

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a la terapia mediada por ARN interferente para enfermedades neurodegenerativas
asociadas con anomalias de la proteina tau asociada a los microtubulos.

Antecedentes de la invencion

La modulacién de la expresion génica por ARN enddgenos no codificantes se han apreciado cada vez mas y se
sabe que desempefia un papel en el desarrollo eucariota y el control epigenético. Recientemente, se han
desarrollado procedimientos para desencadenar ARN interferente (ARNi) contra dianas especificas en células de
mamiferos mediante la introduccion de pequefias moléculas de ARN interferente (ARNip) producidas exdgenamente
0 expresadas intracelularmente.

Se ha demostrado que estos rapidos procedimientos econdmicos y efectivos son efectivos para experimentos de
disminucién de expresion in vitro e in vivo. La capacidad de lograr tal silenciamiento génico selectivo ha llevado a la
hipotesis de que los ARNip se pueden usar para suprimir la expresion génica con fines terapéuticos. Los candidatos
ideales para un abordaje de ARNip de este tipo serian las enfermedades de herencia dominante.

Estudios recientes realizados por Miller V y col." han demostrado que los ARNip pueden usarse para atacar
enfermedades neurodegenerativas intratables, tal como la neurodegeneracion de poliglutamina (polyQ) en la
enfermedad de Machado-Joseph, la ataxia espinocerebelosa de tipo 3 (MUDSCAS3) y la demencia frontotemporal con
parkinsonismo ligado al cromosoma 17 (FTDP-17). Estos estudios se han centrado exclusivamente en el
silenciamiento selectivo de la transcripcion producida por el alelo mutante'. EI ARN interferente ha demostrado ser
una estrategia eficaz para silenciar el alelo tau mutante V337M, sin embargo, el agotamiento selectivo del alelo
mutante no se logré por completo en el estudio porque hubo un agotamiento parcial del alelo de tipo silvestre de
tau'. Mas recientemente, se ha descrito otro ejemplo de ARNip dirigido a MAPT?, en el que se analizé una mezcla de
cuatro ARNip destinados a suprimir todas las isoformas de tau en un modelo de tauopatia de raton.

El gen MAPT (proteina tau asociada a microtubulos) consiste en 16 exones y su expresion esta regulada por un
corte y empalme alternativo complejo. Esto da como resultado la producciéon de dos tipos de transcripciones
sometidas a corte y empalme alternativamente: uno que porta el exén 10, también conocido como isoforma 4R
(cuatro repeticiones de microtubulos) y el otra que carece del exén 10 se denomina isoforma 3R (tres repeticiones de
microtubulos). En el cerebro adulto humano normal se expresan niveles iguales de estas dos isoformas. Aunque en
MAPT se conocen varias mutaciones que causan FTDP-17, la mitad de las cuales afectan al corte y empalme
alternativo del exéon 10. Estas incluyen mutaciones de sentido erroneo, mutaciones silenciosas y mutaciones
puntuales que se encuentran en el exén 10, los intrones 9 y 10. Se sabe que implican un aumento en el exén 10 que
provoca una acumulacion excesiva de 4R. Esto conduce a la formacién de ovillos neurofibrilares, lo que da como
resultado neurodegeneracion.

Vale la pena mencionar que las anomalias de tau estan vinculadas a la patogenia de la enfermedad
neurodegenerativa, denominada colectivamente "tauopatias”, y en los cerebros con EA (enfermedad de Alzheimer)
hay niveles significativamente elevados de tau.

Se han utilizado algunos abordajes para la correccion de la inclusion del exén 10 en FTDP-17:

- Moléculas pequefias: se ha realizado un cribado que dio esteroides cardioténicos como farmacos moduladores
del corte y empalme del exdén 10, aunque no especificos,®y

- Oligonucledtidos antisentido para omision del exén: el documento US-A-2003/0170704 de Stamm y col. se
refiere a sustancias que son capaces de controlar la inclusion del exdén 10 de MAPT (reguladores del corte y
empalme proteico o su ADNCc, polipéptidos que controlan la fosforilacion de los reguladores de corte y empalme,
o su ADNCc y oligonucledtidos antisentido que interactian con las uniones de corte y empalme del exén 10 de
MAPT). Ademas, el trabajo de Kalbfuss y col.* ha demostrado que los oligorribonucledtidos que se unen a las
uniones de corte y empalme del exén 10 podrian suprimir la inclusién predominante del exén 10 en el ARNm de
tau en el contexto de células PC12 de rata. Sin embargo, un trabajo reciente de Sud R y col.5 demostré que la
seleccion del exén 10 con oligonucledtidos morfolino antisentido no producia omision del exén en lineas
celulares de neuroblastoma. Estos autores afirman que la regulacion del corte y empalme del exén 10 en células
que expresan predominantemente la isoforma 4R puede variar de la linea celular del neuroblastoma en la que
domina la isoforma 3R.

- Trans-corte y empalme del exén 10: Se utilizd reprogramacion de ARN mediante corte y empalme en trans de
ARN mediado por espliceosomas (SMaRT) para corregir el corte y empalme aberrante del exén 10 resultante de
mutaciones de FTDP-17 en un sistema de minigén en células en cultivo®. Este abordaje, sin embargo, se ve
afectado por la baja eficiencia.

- En el documento WO 2007/107789 se desvelan moléculas de ARNip dirigidas al exén 10 del gen MAPT para
terapia de enfermedades neurodegenerativas.
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Objeto y sumario de la invencién

El objeto de la presente invencion es proporcionar un agente terapéutico eficaz en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas asociadas con anomalias de la proteina tau codificada por el gen MAPT.

Segun la invencion, el objeto anterior se logra gracias al procedimiento especificado en las reivindicaciones
siguientes, que se entienden como parte integrante de la presente descripcion.

En una realizacion, la presente divulgacion desvela un agente terapéutico para su uso en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas asociadas con anomalias de la proteina tau codificada por el gen MAPT, en el
que dicho agente terapéutico comprende uno o mas ARNip dirigidos a la secuencia del exén 10 del gen MAPT (SEQ
ID No.: 1), en el que uno o mas ARNip se seleccionan de un ARN bicatenario compuesto por una cadena sentido
que comprende una secuencia de bases descrita en una cualquiera de las SEQ ID No.: 2, 4, 6 y una cadena
antisentido que comprende una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un saliente en el
terminal de la cadena sentido y/o cadena antisentido.

En otra realizacion adicional, la presente divulgacion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende uno
o mas ARNip, en la que uno o mas ARNip comprenden una cadena sentido que comprende al menos 19 bases
continuas de ARNm correspondientes a la secuencia del exén 10 de MAPT de la SEQ ID No.: 1 y una cadena
antisentido que comprende una secuencia complementaria a la misma y un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
en el que los uno o mas ARNip se seleccionan de entre un ARN bicatenario compuesto por una cadena sentido que
comprende una secuencia de bases descrita en una cualquiera de las SEQ ID No.: 2, 4, 6 y una cadena antisentido
que comprende una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un saliente en el terminal de la
cadena sentido y/o cadena antisentido.

Breve descripcion de los dibujos

La presente invencion se describira a continuacion, unicamente a modo de ejemplo, con referencia a las figuras de
dibujo adjuntas, en las que:

- Figura 1. Analisis de RT-PCR semicuantitativa de los niveles del exén 10 en células SH-SY5Y
transfectadas con plasmido de tipo silvestre y mutante N279. La electroforesis en gel muestra los productos
de la RT-PCR de las transcripciones de los minigenes, que contienen el exén 10 (E10+, 290 pb) y sin exén 10
(E10-, 210 pb). El histograma representa las unidades densitométricas de cada condicion de tratamiento
normalizada en  actina. Los valores representan la media + SD (n=3).

- Figura 2. Imagenes representativas de la linea celular SH-SY5Y transfectadas con 0,25 mg de plasmido de
tipo silvestre o plasmido mutante. Plasmidos indicadores A) de tipo silvestre y B) Mutantes N279.

- Figura 3. Establecimiento de valores de umbral basadosen las intensidades de RFP y GFP. Graficos de
dispersion que representan los valores verde/rojo (G/R) de cada célula en un pocillo en particular que lleva uno
de los plasmidos indicadores dobles (SV y Mut, respectivamente). Los umbrales indicados se seleccionan
arbitrariamente para clasificar la poblacién celular en tres clases diferentes.

- Figura 4. Analisis basado en imagenes de células SHYS5Y transfectadas con plasmidos indicadores de
tipo silvestre y mutantes. El histograma representa las lecturas seleccionadas del andlisis cuantitativo de los
dos indicadores, tales como los porcentajes relativos de las tres subpoblaciones de células SHYS5Y clasificadas
por propiedades de intensidad, la eficacia de la transfeccion y la viabilidad celular. Los valores representan la
media £ SD (n = 3)

- Figura 5. Secuencias E10 de tau humana (mayuscula) y secuencias 19 e 110 flanqueantes (minuscula). Los
sitios de corte y empalme en 5' y 3' se indican mediante 5'ss y 3'ss, respectivamente. Solo se indican las
mutaciones de FTDP-17 que afectan al corte y empalme de E10. Las deleciones se indican mediante triangulos
sombreados. Se indican las secuencias y la posicion diana de los tres ARNip disefiados.

- Figura 6. Se ha realizado un ensayo de cribado basado en imagenes para los diferentes ARNip y se
compararon con los valores obtenidos con un ARNip de control. Los ARNip se cotransfectaron en células
SH-SY5Y junto con 0,25 ug de plasmido de minigén indicador mutante. Los valores representan la media £ SD (n
= 3)

- Figura 7. Se ha realizado un ensayo de cribado basado en imagenes para los diferentes ARNip y se ha
comparado con los valores obtenidos con un ARNip de control. Los ARNip se cotransfectaron en células
SH-SYS5Y junto con 0,5 pg de plasmido de minigén indicador mutante. Los valores representan la media + SD (n
=3).

- Figura 8. Analisis de RT-PCR semicuantitativa de células SH-SY5Y transfectadas con el plasmido
indicador del minigén y el ARNip A.

- Figura 9. Analisis de RT-PCR semicuantitativa de células SH-SY5Y transfectadas con el plasmido
indicador del minigén y el ARNip B.

- Figura 10. Analisis de RT-PCR semicuantitativa de células SH-SY5Y transfectadas con el plasmido
indicador del minigén y ARNip C.

- Figura 11. RT-PCR semicuantitativa de células NSC34 transfectadas con tres ARNip o un ARNip de
control.

- Figura 12. Secuencia de nucleoétidos del exén 10 de PFLARE 5A MAPT.
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- Figura 13. Secuencia de nucleétidos del exén 10 de PFLARE 5A MAPT MUT.

Descripcion detallada de la invencidn

La presente invencion se describira con mayor detalle a continuacion, a modo de ejemplo no limitante, con referencia
a una terapia mediada por ARN interferente que hace uso de un modelo celular que recapitula las condiciones
patoldgicas de la demencia frontotemporal con parkinsonismo ligado al cromosoma 17 (FTDP-17). No obstante, la
terapia mediada por ARN interferente desvelada en el presente documento puede usarse para el tratamiento de
otras enfermedades neurodegenerativas asociadas con anomalias en la proteina tau codificada por el gen MAPT,
como, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la distrofia mioténica de tipo 1 y la
enfermedad de Parkinson.

En la siguiente descripcion, se dan numerosos detalles especificos para proporcionar una comprension completa de
las realizaciones. Las realizaciones se pueden poner en practica sin uno o mas de los detalles especificos, o con
otros procedimientos, componentes, materiales, etc. En otros casos, las estructuras, materiales u operaciones bien
conocidos no se muestran ni describen con detalle para evitar enmascarar aspectos de las realizaciones.

La referencia a lo largo de la presente memoria descriptiva a "una realizacion" o "realizacién" significa que un rasgo
estructura o caracteristica particular descritos en relacion con la realizaciéon se incluye en al menos una realizacion.
Por tanto, las apariciones de las frases "en una realizacion" o "en una realizacion" en varios lugares a lo largo de la
presente memoria descriptiva no se refieren todas necesariamente a la misma realizacién. Ademas, los rasgos,
estructuras o caracteristicas particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada en una o mas
realizaciones.

Los encabezados proporcionados en el presente documento son solo con fines de comodidad y no interpretan el
ambito o significado de las realizaciones.

La presente descripcion se refiere a un agente terapéutico para su uso en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas asociadas con anomalias de la proteina tau codificada por el gen MAPT, en el que dicho agente
terapéutico comprende uno o mas ARNip dirigidos al exén 10 del gen MAPT, en el que los uno o mas ARNip se
seleccionan de entre un ARN bicatenario compuesto por una cadena sentido que comprende una secuencia de
bases descrita en una cualquiera de las SEQ ID No.: 2, 4, 6 y una cadena antisentido que comprende una secuencia
complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un saliente en el terminal de la cadena sentido y/o cadena
antisentido.

En todavia una realizacion adicional preferida, la presente descripcion proporciona uno o mas ARNip dirigidos al
exon 10 del gen MAPT capaces de inducir la degradacion selectiva de las transcripciones de MAPT que contienen el
exon 10.

Las enfermedades neurodegenerativas asociadas a anomalias de la proteina tau codificada por el gen MAPT que se
pueden beneficiar de la administracion de uno o mas ARNip dirigidos al ex6n 10 del gen MAPT se seleccionan de
entre enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, distrofia miotdnica de tipo 1, enfermedad de Parkinson,
demencia frontotemporal con parkinsonismo ligada al cromosoma 17 (FTDP-17).

La descripcion desvela un procedimiento de tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa asociada con
anomalias de la proteina tau codificada por el gen MAPT que comprende administrar a un paciente que lo necesita
uno o mas ARNip dirigidos al exon 10 del gen MAPT, en el que el uno o mas ARNip comprenden una cadena
sentido que comprende al menos 19 bases continuas de ARNm correspondiente a la secuencia del exén 10 de
MAPT de la SEC ID No.: 1 y una cadena antisentido que comprende una secuencia complementaria a la misma en
una cantidad suficiente para realizar dicho tratamiento, en el que uno o mas ARNip inducen la degradacién selectiva
de las transcripciones de MAPT que contienen el exén 10, en el que los uno o mas ARNip se seleccionan de entre
un ARN bicatenario compuesto por una cadena sentido que comprende una secuencia de bases descrita en una
cualquiera de las SEQ ID No.: 2, 4, 6 y una cadena antisentido que comprende una secuencia complementaria a la
misma, que opcionalmente tiene un saliente en el terminal de la cadena sentido y/o cadena antisentido.

En otra realizacién adicional, la presente descripcion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende uno
o mas ARNip dirigidos al exén 10 del gen MAPT y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en el que los uno o
mas ARNip se seleccionan de entre un ARN bicatenario compuesto por una cadena sentido que comprende una
secuencia de bases descrita en una cualquiera de las SEQ ID No.: 2, 4, 6 y una cadena antisentido que comprende
una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un saliente en el terminal de la cadena sentido
y/o cadena antisentido.

La presente divulgacion muestra la viabilidad de una terapia génica basada en ARNip para permitir el silenciamiento
génico postranscripcional de las transcripciones de MAPT que contienen el exén 10 en FTDP-17. Se ha disefiado un
panel de ARNip dirigidos al ARNm de tau que contiene el exén 10 y se ha probado en células SH-SY5Y en un
plasmido indicador de minigén mutante en el contexto de la mutacion de sentido erroneo N279 (AAT a AAG) que
recapitula la enfermedad de FTDP-17. Ademas, los 3 ARNip se probaron en células NSC34 (una linea celular similar
a una motoneurona)' para validar los efectos sobre la afeccion enddgena con una inclusién predominante del exon
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10 (80 %).

El efecto de los ARNip se ha analizado utilizando un sistema de imagenes de alto contenido. Los resultados
obtenidos a través del ensayo de deteccion se han validado aun mas mediante un analisis de RT-PCR. El efecto
sobre las transcripciones de MAPT que contienen el exdn 10 endogeno se ha probado mediante analisis de RT-
PCR.

En la presente descripcion, los inventores disefiaron un nuevo abordaje para la restauracion de una relacion
4Rtau/3Rtau normal, en funcién del uso de ARNip dirigidos al exdn 10 de MAPT e inducen la degradacion selectiva
de las transcripciones de MAPT que contienen el exén 10. Estos ARNip proporcionan un beneficio terapéutico para
los pacientes con FTDP-17 que portan mutaciones en el exdon 10 de MAPT que provocan la inclusion del exén 10, ya
que las secuencias diana no se ven afectadas por las mutaciones.

Los tres ARNip evaluados en el presente documento tienen las siguientes secuencias de nucledtidos:
ARNip A"

cadena sentido: 5’ AGUCCAAGUGUGGCUCAAA3' - SEQ ID No.:2,
cadena antisentido: 5’UUUGAGCCACACUUGGACUS3' - SEQ ID No.: 3;

ARNip B":

cadena sentido: 5’GGCUCAAAGGAUAAUAUCAS3' - SEQ ID No.: 4,
cadena antisentido: 5'UGAUAUUAUCCUUUGAGCC3'- SEQ ID No.: 5;

ARNip C"

cadena sentido: 5’GCAACGUCCAGUCCAAGUGS3' - SEQ ID No.: 6,
cadena antisentido: 55CACUUGGACUGGACGUUGC3' - SEQ ID No.: 7.

De los 3 ARNip probados (A, B y C), el ARNip B muestra la maxima eficacia en la degradacion de la transcripcion.
Estos resultados se han validado usando un minigén que recapitula la mutacién de corte y empalme N279 y se
exhibe un efecto similar en células NSC347:8 (un hibrido de neuronas motoras de la médula espinal de raton y la
linea celular de neuroblastoma).

Una revision reciente de Rettig y col.® ha resumido los posibles abordajes de administracion de las moléculas de
ARNip y su éxito en los ensayos clinicos. El desarrollo actual en el campo y los estudios en curso establecen la
importancia de estos ARNip sintéticos, que pueden servir como agentes terapéuticos potenciales tras una liberaciéon
y administracion adecuadas.

La administracion directa en el SNC (sistema nervioso central) se utiliza como procedimiento de eleccion en
enfermedades neurodegenerativas debido a la entrada restringida a través de la barrera hematoencefalica. Las
opciones de liberacion incluyen inyeccion intratecal, intraventricular, inyeccion epidural e intratisular directa. Los
procedimientos de administracion incluyen infusiones a largo plazo o mediante el uso de mini bombas.

Se utilizaron bombas intraventriculares cronicas para la liberacion de ARNip contra el gen de la proteina precursora
amiloide (App) para estudiar las funciones relacionadas con la enfermedad de Alzheimer en ratones adultos.
Mediante ARNip potentes se observaron disminuciones eficientes’®.

Usando la liberacion desnuda y sin ayuda de ARNip en solucion salina tamponada, se realizé una infusion cronica en
primates no humanos para suprimir los niveles de a sinuceina''. Se sabe que esta proteina esta asociada con la
enfermedad de Parkinson. Se utilizaron minibombas osmoéticas para la infusidn directa en la sustancia negra, lo que
condujo a una disminucién de la a sinuceina tanto a nivel de ARNm como de proteina.

Se usaron ARNip con enlaces PS modificados y restos de 2'F-pirimidina cerca de los extremos de cada cadena'?
para infusion crénica en el SNC del modelo de ratén de SOD1 (G93A) de esclerosis lateral amiotrofica (ELA). Se
observé una reduccion significativa del ARNm de SOD1 en la médula espinal. En el modelo de ratén transgénico,
una infusiéon durante un periodo de 28 dias permitid aliviar la progresion de la enfermedad. Los ARNip se
mantuvieron estables durante el transcurso de este periodo.

Se utilizaron ARNip'® conjugados con colesterol para la inyeccién intraestriatal directa para apuntar al gen de
Huntington mutante (Htt) en el contexto de la enfermedad de Huntington.

Las estrategias mencionadas anteriormente destacan los diferentes modos de liberacion de ARNip y demuestran
eficacia in vivo.

Materiales y procedimientos

ARNip
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Los siguientes ARNip, empleados en los presentes experimentos, se disefiaron a lo largo del tramo del exén 10
(SEQ ID No.: 1) y fueron producidos por Eurofin Genomics, Ebersberg, Alemania.

ARNip A:

cadena sentido: 5’AGUCCAAGUGUGGCUCAAAdTAT3' - SEQ ID No.:19,
cadena antisentido: 5’'UUUGAGCCACACUUGGACUdTAT3' - SEQ ID No.:20;

ARNip B:

cadena sentido: 5’GGCUCAAAGGAUAAUAUCAATAT3' - SEQ ID No.:21,
cadena antisentido: 5’'UGAUAUUAUCCUUUGAGCCATdT3' - SEQ ID No.:22;

ARNip C:

cadena sentido: 5’GCAACGUCCAGUCCAAGUGATAT3' - SEQ ID No.:23,
cadena antisentido: 5’CACUUGGACUGGACGUUGCATAT3' - SEQ ID No.:24;

ARNip de control:

cadena sentido: 5' UAAUGUAUUGGAACGCAUAdTAT3' - SEQ ID No.:8,
cadena antisentido: 5’ UAUGCGUUCCAAUACAUUAdTAT3' - SEQ ID No.:9.

Las secuencias de ARNip anteriores difieren de la SEQ ID No.: 2 a 7 en la presencia de un saliente que consiste en
dos monofosfato desoxirribosiltimina (dT), que se introdujeron en las SEQ ID No.: 2 a 7 en el extremo 3' para
aumentar la estabilidad intracelular del ARNip y su eficacia.

La Figura 5 muestra la secuencia de E10 de tau humana (mayusculas, correspondiente a la SEQ ID No.: 1) y
secuencias flanqueantes 19 e 110 (mindsculas); la secuencia de E10 de tau humana que comprende las secuencias
flanqueantes de 19 (11 bases) y 110 (26 bases) se proporciona en la SEC ID No.: 18. Los sitios de corte y empalme
en 5'y 3' se indican mediante 5'ss y 3'ss, respectivamente. Solo se indican las mutaciones de FTDP-17 que afectan
al corte y empalme del exén 10. Las deleciones se indican mediante triangulos sombreados. Se proporcionan las
secuencias y la posicion objetivo de los tres ARNip disefiados, AB y C.

Linea celular SHYS5Y

La linea celular SH-SY5Y (patrones ATCC-LGC, Teddington, UK; # CRL-2266) utilizada para experimentos de
transfeccion es una sublinea clonada tres veces (SK-N-SH -> SH-SY -> SH-SY5 -> SH-SY5Y) de la linea celular de
neuroblastoma SK-N-SH con un contenido de 15 % del exén 10+ y 85 % del ex6n 10- en su transcripcion. La
eficiencia de la transfeccion (25 % a 30 %) en esta linea celular es comparativamente mas alta que en las otras
lineas celulares de neuroblastoma. Por lo tanto, esta linea celular se eligid para probar la eficacia de los ARNip
contra las transcripciones endogenas del exon 10+ y para las cotransfecciones de los ARNip con plasmidos
indicadores del minigén.

Linea celular NSC-34

La linea celular hibrida de tipo motoneurona de raton NSC-34 (Cellutions biosystems, Burlington, Ontario, Canada; #
CLU140-A) se produjo mediante fusién de células embrionarias de la médula espinal de ratdn enriquecida en
motoneuronas con neuroblastoma de ratén”®. Los cultivos contienen dos poblaciones de células: células
indiferenciadas pequefias que tienen la capacidad de experimentar division celular y células multinucleadas mas
grandes. Estas células expresan muchas propiedades de las neuronas motoras, incluyendo colina acetiltransferasa,
sintesis de acetilcolina, proteinas de almacenamiento y liberacion y triplete de neurofilamentos. Estas células se
pueden diferenciar utilizando el acido retinoico todo trans (atRA), estableciéndose asi como un modelo adecuado
para el estudio in vitro de la fisiopatologia en las neuronas motoras.

Mutagénesis del indicador fluorescente con el exon 10

El plasmido indicador fluorescente creado por Peter Stoilov y col.?, PFLARE 5A MAPT Exon 10 también denominado
plasmido de tipo silvestre (WT) (SEQ ID No.: 10 - Figura 12), se muto utilizando el kit de mutagénesis dirigida al sitio
Quick change Il site XL (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA; n.° 200521) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los siguientes cebadores se disefiaron de manera que incorporaran el cambio de nucleétido de T a G.

Cebador directo:
5'CCAAAGGTGCAGATAATTAAGAAGS' - SEQ ID No.: 11
Cebador inverso:
5'GTTGCTAAGATCCAGCTTCTTCTT3'- SEQ ID No.: 12

El plasmido resultante PFLARE 5A MAPT MUT Exé6n 10 (SEQ ID No.: 13 - Figura 13) se denominara plasmido
mutante N279 (Mut).
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Tratamiento de ARNip en afeccion endégena

1.Transfeccion de células SHYS5Y y células NSC-34 con ARNip

La transfeccion de células SHYS5Y y células NSC34 con ARNip se realizé utilizando el reactivo de transfeccion a
base de lipidos Lipofectamine 3000 (Life Technologies-Invitrogen, Monza, Italia; n.° L3000-008).

1.1. Preparacion de las células

1.1.1) El dia anterior al experimento, se sembraron 5 x 10* células en una placa de 24 pocillos en 500 ul de medio
completo sin antibidticos a 37 °C en CO; al 5 %.

1.2. Transfeccion de ARNip

1.2.1) Las transfecciones se realizaron segun las instrucciones del fabricante con 2 (ul) Lipofectamine 3000 para
un intervalo de concentracion de ARNip comenzando desde 10 nM a 100 nM, en medio Opti-MEM sin rojo fenol
(Life Technologies-Gibco, Monza, Italia; # 11058-021) por pocillo en un volumen final de 500 .

1.2.2) Como controles, las células se trataron solo con Lipofectamine 3000 (Simulado) y se transfectaron con
ARNip no dirigido (controles no especificos - SEQ ID No.: 8 y 9).

1.2.3) Después de la transfeccion, las células se incuban a 37 °C en CO; al 5 % durante 48 horas.

1.2.4) A continuacion, los pocillos se lavaron con PBS (1X) y el reactivo Trizol (Life Technologies, Monza, ltalia; #
15596-026) se utilizé para la extraccion de ARN siguiendo las instrucciones del fabricante para los analisis
posteriores.

2. Co-transfeccién de plasmido indicador y ARNip en células SHYS5Y

2.1. Preparacion de las células

1.1) El dia anterior al experimento, se sembraron 5 x 10* células en una placa de 24 pocillos en 500 yl de medio
competo (es decir, mezcla 1:1 de EMEM (Lonza # 12-125F) y MEZCLA DE NUTRIENTES F12 (Life Technologies-
Gibco # 1765-054) con 10 % de suero bovino fetal (FBS)) sin antibidticos a 37 °C en CO; al 5 %. El formato de placa
de 24 pocillos se ha elegido para permitir la recuperacion de un ndmero suficiente de células al final del ensayo
después del analisis basado en imagenes, para realizar analisis moleculares posteriores, tales como RT-PCR y
transferencia Western.

2.2. Co-transfeccién basada en lipidos de ADN y ARNip

2.2.1) Las transfecciones se realizan segun las instrucciones del fabricante con una relacion de ADN
(ng):Lipofectamine 3000 (ul) de 1:2 en medio Opti-MEM (GIBCO Llfetechnologies). Los plasmidos (SEQ ID No.:
10y 13) se utilizan a una concentracion de 0,25 ug y 0,5 ug por pocillo en un volumen final de 500 pl.

2.2.2) Dos indicadores plasmidicos diferentes (SEQ ID No.: 10, 13) se utilizan para la transfeccion, a saber, el
plasmido de tipo silvestre (SV) (SEQ ID No.: 10) y el plasmido de tipo mutante (Mut) (SEQ ID No.: 13).

2.2.3) ARNip (SEQ ID No.: 19 a 24) se utilizan a las concentraciones de 10 nM a 100 nM en un volumen final de
500 ul por pocillo.

3. Adquisicién y andlisis de imagenes de alto contenido

Preparacion de células para adquisicion de imagenes

3.1) Las imagenes de las células transfectadas se capturaron con un sistema de imagenes de alto contenido
(Operetta, Perkin Elmer). 48 horas después de la transfeccion, las células se incuban durante 20 minutos a 37 °C en
presencia de 1 mg/ml de colorante fluorescente Hoechst 33342. Esto permite la contratincion de los nucleos, lo que
permitira los analisis posteriores.

Adgquisicién de imagenes

3.2) Las imagenes se tomaron con un objetivo LWD 20X (Perkin Elmer # HH12940107), en combinacion con
diferentes conjuntos de filtros: en particular un filtro para tincion Hoechst 3342 (filiro de excitacion: 360-400 nm
(Perkin Elmer n.° HH12000301); filtro de emisiones: 410-480 nm (Perkin Elmer # HH12000401)) se utiliza para
obtener imagenes de los nucleos tefiidos a un tiempo de exposicion de 20 ms, mientras que se utiliza una
combinacién de filtros para medir las intensidades de los indicadores: GFP (filtro de excitacion: 460-490 nm (Perkin
Elmer HH1200030); filiro de emision: 500-550 nm (Perkin Elmer # HH12000405)) y RFP (filtro de excitacion: 520-550
nm (Perkin EImer n.° HH12000305); filtro de emisiones: 560-630 nm (Perkin Elmer # HH12000410)), ambos a un
tiempo de exposicion de 200 ms.

Analisis de imagen

3.3) Para el protocolo de extracciéon de rasgos, las células se segmentaron y se analizaron utilizando el siguiente
flujo de trabajo:
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3.3.1) La primera etapa es la identificacion de Nucleos, los principales objetos de interés que se segmentan
mediante el uso del algoritmo mas adecuado (phenoLOGIC™, PerkinElmer).

3.3.2) Suponiendo una distribucion homogénea de GFP y RFP en las células, la regiéon nuclear se selecciono
para cuantificar la intensidad media de fluorescencia en los dos canales.

3.3.3) La subpoblacion de células transfectadas se identificd utilizando una estrategia de doble umbral para filtrar
las células que eran positivas para G(GFP) o para R(RFP) o para ambos.

3.3.4) Restringir el analisis solo a las células transfectadas, la relacién entre las propiedades de fluorescencia, la
intensidad media de G y R se calcula por célula. G/R es un parametro que indica la prevalencia de expresion de
un indicador sobre el otro. Especificamente, una puntuacién baja indica la inclusion del exén del casete, mientras
que una alta esta conectada con un corte y empalme eficiente del exén 10.

3.3.5) Se puede visualizar una descripcion general de las propiedades numéricas de las células campo por
campo en un diagrama de dispersion. Como alternativa, para obtener una representacion mas completa de todas
las células dentro de un pocillo, se pueden crear graficos de dispersion o histogramas de propiedades de una
sola célula para pocillos representativos de las condiciones de los plasmidos SV y Mut. Estas representaciones
graficas permiten una seleccion mas precisa de un umbral superior J y un umbral inferior K, distinguir para las
células que expresan preferentemente GFP (G/R> J), RFP (G/R <K) o que expresan ambos indicadores por igual
(K <G/R <J) (Fig. 1). Se uso el software de imagen de alto contenido HarmonyR (PerkinElmer).

3.4.6) A continuacion, los umbrales se aplicaron en un modulo basado en filtros para clasificar las células en tres
subpoblaciones diferentes. En sintesis, en funcién de las intensidades emitidas por las sefiales de fluorescencia,
se midieron 3 lecturas como resultado de establecer valores de umbral especificos: células que expresan
principalmente GFP (G/R> J), células que expresan principalmente RFP (G/R <K), células que expresan por igual
ambos indicadores (K <G/R <J).

3.4.7) Las salidas de rasgos incluyen el recuento total de células, el recuento de células transfectadas y el %
calculado sobre el nimero total de células, la mediana el valor de G/R de todas las células del pocillo, el % de
células que expresan preferentemente GFP (G/R> J), RFP (G/R <K) y que expresan ambos indicadores por igual
(K <GIR <J).

3.4.8) El porcentaje de viabilidad celular se calcul6 de la siguiente manera: (nimero total de células en el pocillo
transfectado/numero total de células en Simulado) * 100

4. Extracciones de ARN y RT-PCR

4.1) Los pocillos se lavaron con 1X PBS y se extrajo el ARN de cada pocillo usando el reactivo Trizol siguiendo las
instrucciones del fabricante.

4.2) El ARN extraido se tratd con ADNasa utilizando el kit Turbo DNAse (Life Technologies-Ambion # AM1907) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

4.3) Se realizo transcripcion inversa de 500 ng del ARN extraido a ADNc con el kit de sintesis de ADNc Revert Aid
First Strand (Thermoscientific # K1622) utilizando oligonucleétidos oligo dT18 (un oligonucledtido sintético de una
sola cadena de 18 unidades con extremos 5'- y 3'-hidroxilo, disponible en el kit), siguiendo el protocolo del fabricante.
4.4) El ADNc obtenido sirve como molde para reacciones de RT-PCR semicuantitativas para evaluar la expresion del
exon 10 en estas transcripciones.

CICLO DE PCR:

10 min 95 °C
0:30 segundos 95 °C
0:40 segundos 60 °C

1 min 72 °C
10 min 72 °C
0 4°C

4.4) Los niveles de expresion de las transcripciones que contienen el exdn 10 se analizan con los siguientes
cebadores:

Afeccion enddgena:

TAURO9F: 5CTGAAGCACCACCAGCCGGGAGG3 - SEQ ID No.: 14,
TAU13R: 5TGGTCTGTCTTGGCTTTGGC3' - SEQ ID No.: 15.

Indicadores plasmidicos:

Exén 1 Bgl para: 5’AAACAGATCTACCATTGGTGCACCTGACTCC3' - SEQ ID No.: 16,
EGFP Inv: 55CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG3S' - SEQ ID No.: 17.

4.5) Los productos amplificados se dejan correr con una escalera de ADN de 100 pb (Fermentas) en una
electroforesis en gel de agarosa al 2 % (bromuro de etidio al 5 %) a 100 voltios en tampon de carrera TBE 1X
durante 40 minutos.

4.6) Los analisis densitométricos se realizan con el software Image J (un sistema de arquitectura abierta que utiliza
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el complemento Java) después de la adquisicion de imagenes con el sistema de imagenes BioDoc-It (UPV, Upland,
CA, EE. UU.).

Resultados

Se analizé la eficacia de los ARNip en los minigenes indicadores transfectados. El trabajo anterior de Stoilov P y
col.? ha demostrado que el corte y empalme de un plasmido indicador fluorescente de dos colores (verde/rojo) con el
exon 10 de MAPT se puede modular utilizando compuestos bioactivos. El plasmido indicador(SEQ ID No.: 10) se
produjo de manera tal que la inclusion del exén 10 favorezca la produccion de RFP (proteina roja fluorescente) y la
exclusion del exon 10 produzca GFP (proteina verde fluorescente) (Fig. 1). Se usé el plasmido indicador creado por
Stoilov y col. y denominado indicador de tipo silvestre (ya que recapitulaba la afeccion endégena del contenido del
ex6n 10 en la mayoria de las lineas celulares de neuroblastoma) (Fig. 1). El plasmido se muté ain mas para
incorporar la mutacion N279 para alterar el corte y empalme (AAT a AAG), recapitulando la afeccion patolégica
FTDP-17 (SEQ ID No.: 13). Este cambio de base crea un tramo rico en purinas (AAGAAGAAG) y se asemeja a un
consenso de potenciador del corte y empalme del exdn; esto altera el corte y empalme que conduce a la inclusion
del exdén 10y la posterior produccion de RFP (Fig. 1).

Con el fin de analizar los efectos de los ARNip sobre los minigenes indicadores, los presentes inventores desarrolld
un analisis basado en imagenes para cuantificar los indicadores fluorescentes, obteniendo lecturas basadas en una
sola célula utilizando un sistema de cribado de alto contenido. En resumen, la linea celular SH-SY5Y se transfecto
con plasmido de tipo silvestre o plasmido mutante. Los dos plasmidos aseguran diferentes porcentajes de inclusion
del exén 10 en la transcripcion sometida a corte y empalme, lo que es evidente por la diferencia en el niumero de
células rojas o verdes, y en su intensidad (Fig. 2). La intensidad de la fluorescencia verde y roja en las células
transfectadas se midié con un instrumento Operetta High Content Screening y las células se agruparon en tres
categorias: células rojas en las que la mayoria de las transcripciones lleva el exén 10, células verdes en las que la
mayoria de las transcripciones carece del exén 10 y células amarillas en las que la proporcion de las dos isoformas
de corte y empalme es de alrededor de 1:1 (Fig. 3). Mediante este analisis, la mutacion puntual en el minigén
indicador (SEQ ID No.: 13) se evalu6 para cambiar el corte y empalme del exén 10, alterando de este modo las
sefales fluorescentes desde un nivel relativamente bajo de RFP (2 %) a un nivel muy alto (65 %) debido a la
inclusion del exén 10 (Fig. 3 y Fig. 4). La eficacia de la transfeccion fue de aproximadamente el 20 % vy la viabilidad
celular de aproximadamente el 60 % (Fig. 4).

Se han disefiado tres ARNip diferentes dirigidos al exén 10 (SEQ ID Nos 19 a 24) que abarcan la secuencia del exén
10, sobre la base de las siguientes reglas: se evitaron los tramos de 4 o0 mas bases (tales como AAAA o CCCC), las
regiones con un contenido de GC <30 % o > 60 %, las repeticiones y las secuencias de baja complejidad, los sitios
de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP); se realizé6 una busqueda de homologia BLAST para evitar efectos
fuera del objetivo en otros genes o secuencias (Fig. 5).

La eficacia de los tres ARNip disefiados se analizé a concentraciones crecientes tras su cotransfeccion con 0,5 ug
(Fig. 6) 0 0,25 pg el minigén indicador mutante (Fig. 7). En ambos disefios experimentales, el ARNip A (SEQ ID No.:
19 y 20), el ARNip B (SEQ ID No.: 21y 22)y el ARNip C (SEQ ID No.: 23 y 24) fueron eficaces en la reduccion de
las transcripciones que contenian el exon 10. EI ARNip B (SEQ ID No.: 21 y 22) parecia ser el ARNip mas eficiente,
disminuyendo las células rojas del 60 % al 15 % y aumentando las células amarillas del 40 % al 80 % (Fig. 7). El
analisis de RT-PCR semicuantitativa confirmé la reduccion del exén 10 tras el tratamiento con ARNip A (SEQ ID No.:
19 y 20, Fig. 8), ARNip B (SEC ID No .: 20y 22, Fig. 9) y ARNip C (SEC ID No .: 23 y 24, Fig.10) alcanzando una
reduccion del 10 %, 25 % y 20 %, respectivamente, tras el tratamiento con una concentracion de 50 nM.

El efecto del ARNip A (SEQ ID No.: 19y 20), el ARNip B (SEQ ID No.: 20 y 22) y el ARNip C (SEQ ID No.: 23 y 24)
sobre la transcripcion de MAPT enddgena tras su transfeccion en la linea celular NSC34 (Fig. 11). En las células
NSC34, el 83 % de la transcripcién de MAPT enddgeno contiene el exén 10 y el 17 % restante carece del exén 10, lo
que sirve como un modelo adecuado para el estudio de los efectos del ARNip sobre las transcripciones que
contienen el exén 10 en afecciones endogenas (Fig. 11). El andlisis de RT-PCR muestra una reduccion de las
transcripciones endogenas del Exon 10+ tras el tratamiento con ARNip A (SEC ID No.: 19y 20) (6 %), B (SEQ ID
No.: 20 y 22) (28 %) y C (SEQ ID No.: 23 y 24) (12 %) a una concentracion de 50 nM. En este sistema modelo, por lo
tanto, el ARNip B parece ser el ARNip mas eficaz en la degradacion selectiva de las transcripciones que contienen el
exon 10.
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<223> ARNip B'- cadena sentido

<400> 4
ggcucaaagg auaauauca

<210>5
<211>19
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> ARNip B'- cadena antisentido

<400> 5
ugauauuauc cuuugagcc

<210> 6
<211>19
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> ARNip C'- cadena sentido

<400> 6
gcaacgucca guccaagug

<210>7
<211>19
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> ARNip C'- cadena antisentido

<400>7
cacuuggacu ggacguugc
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<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> ARNip de control- cadena sentido
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<400> 8
uaauguauug gaacgcauan n

<210>9
<211> 21
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> ARNip - cadena antisentido

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> n significa desoxirribosiltimina (dT)

<400> 9
uaugcguucc aauacauuan n
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<210> 10
<211> 5948
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> PLASMIDO PFLARE SV

<400> 10

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
ccggactcag
ctgtggggca
caaggttaca
actcttgggt
taagaagctg
cgtcccggga
aattattagg
ctggatccac
gtgataagca
ggacaaactc
cggggtggtyg
gtceggcgag
caccggcaag
gtgctttage

cgaaggctac

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
atctaccatt
aggtgaacgt
agacaggttt
ttctgaattce
gatcttagca
ggcggcagtg
aagtggtgtg
catggtggct
ctgactctet
tacgcggact
cccatcctgg
ggcgagggcg
ctgceccgtge
cgctacceeg

gtccaggagce
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ttacggggtc
atggceccgece
ttceccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgce
gcagagctgg
ggtgcacctg
ggaagagttg
aaggagacca
ctcatccttt
acgtccagtc
tgagtacctt
agtgcgtaca
tagatccggg
ctgectattg
tgccagtacg
tcgagctgga
acgccaccta
cctggcccac
accacctgaa

gcaccatctt

attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
tttagtgaac
actcctgagg
gtggtgaggc
atagaaactg
tttetggceta
caagtgtggce
cacacgtccc
cttgcgagac
catgtggaga
gtctatttte
cttcgtgagce
cggcgacgta
cggcaagctg
cctcgtgacc
gcagcacgac

cttcaaggac

12

agcccatata
cccaacgacce
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
cgtcagatcc
agaagtctgce
cctgggccac
ggcatgtgga
ccaaaggtgc
tcaaaggata
atgcgcegtg
actgcataga
cagagaagac
ccteecctecag
aagggcgagg
aacggccaca
accctgaagt
accctgacct
ttcttcaaga

gacggcaact

tggagttccg
cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgcce
atgcccagta
tcgctattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
gctagcgcta
cgttactgcece
cagtaagtat
gacagagaag
agataattaa
atatcaaaca
ctgtggcttg
ataaatcctt
tgttgagttt
tggcggtcga
agctgttcac
agttcagegt
tcatctgcac
acggcgtgca
gtgcaatgcc

acaagacccg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



cgccgaggtg
cttcaaggag
cgtctatatc
caacatcgag
cgacggcccce
agaccccaac
cactctcgge
ggagaataac
cgtgaacggce
ccagaccgcc
aacccccaac
ctacttgaag
cggcggegtg
ggtgaagctg
gggctgggag
caagatgagg
caaggccaag
cacctcccac
ctccaccgge
gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga
accgtctatc
tcgaggtgcecce
cggggaaagc
agggcgctgg

gcgccgcectac

aagttcgagg
gacggcaaca
accgccgaca
gacggcagcg
gtgctgetge
gagaagcgcg
accgacgagc
atggccatca
cacgagttcg
aagctgaagg
ttcacctacg
ctgtecettcee
gtgaccgtga
cgcggcacca
gcctecteeg
ctgaagctga
aagcccgtgce
aacgaggact
ggcatggacg
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
aattcgegtt
aaatccctta
acaagagtcc
agggcgatgg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtagc

agggcgcgtce

ES 2820713 T3

gcgacaccct
tcectggggeca
agcagaagaa
tgcagctege
ccgacaacca
atcatatggt
tgtacaagta
tcaaggagtt
agatcgaggg
tgaccaaggg
gctccaagge
ccgagggcett
cccaggactc
acttccecctce
agcggatgta
aggacggcgg
agctgcccgg
acaccatcgt
agctgtataa
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
ggtcacgctg

aggtggcact

ggtgaaccgc
caagctggag
cggcatcaag
cgaccactac
ctacctgagc
cctgetggag
accggtcgec
catgecgettce
cgagggcgag
tggccccectg
ctacgtgaag
caagtgggag
ctcecctgeag
cgacggcccc
ccccgaggac
ccactacgac
cgcctacatc
ggaactgtac
gtaagcggcc
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttaagg
taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggaaga
cgcgtaacca

ttteggggaa

13

atcgagctga
tacaactaca
gtgaacttca
cagcagaaca
acccagtccg
ttegtgaccg
accatggtga
aaggtgcgca
ggccgcceccct
ccecttegect
caccccgecg
cgcgtgatga
gacggcgagt
gtaatgcaga
ggcgccctga
gctgaggtca
gtcggcatca
gaacgcgccg
gcgactctag
cctcccacac
gtttattgca
agcatttttt
cgtaaattgt
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
gccececgatt
aagcgaaagg
ccacacccgce

atgtgcgegg

agggcatcga
acagccacaa
agatccgcca
cccecategg
ccctgagcaa
ccgecgggat
gcaagggcga
tggagggctce
acgagggcac
gggacatcct
acatccccga
acttcgagga
tcatctacaa
agaagaccat
agggcgagat
agaccaccta
agttggacat
agggccgcca
atcataatca
ctceceectga
gcttataatg
tcactgcatt
aagcgttaat
ccaataggcce
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttttttgggg
tagagcttga
agcgggcegcet
cgcgcttaat

aacccctatt

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



tgtttatttt
atgcttcaat
tgtgtcagtt
tgcatctcaa
gtatgcaaag
tccegeecect
ttatttatgce
gcttttttgg
cgcatgattg
ttcggctatg
tcagcgcagg
ctgcaagacg
gtgctcgacg
caggatctcce
atgcggegge
cgcatcgage
gaagagcatc
gacggcgagg
aatggcecget
gacatagcgt
ttcctegtge
cttgacgagt
acctgceccatc
tegtttteeg
tcgeeccacce
gcgctatgac
aacgcggggt
gccaatacge
cagggctcge
tactttagat
ttgataatct

ccgtagaaaa

tctaaataca
aatattgaaa
agggtgtgga
ttagtcagca
catgcatctce
aacteccgcecece
agaggccgag
aggcctagge
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgcccggt
aggcagcgcg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgct
gagcacgtac
aggggctcge
atctegtegt
tttctggatt
tggctacceg
tttacggtat
tcttetgage
acgagatttc
ggacgccggce
tagggggagyg
ggcaataaaa
tecggtcecag
ccgegtttet
agccaacgtc
tgatttaaaa
catgaccaaa

gatcaaagga

ES 2820713 T3

ttcaaatatg
aaggaagagt
aagtccccag
accaggtgtg
aattagtcag
agttcecgecece
gccgectegg
ttttgcaaag
attgcacgca
acagacaatc
tetttttgte
gctategtgg
agcgggaagg
ccttgetect
tgatceggcet
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatgge
catcgactgt
tgatattgcet
cgccgetcece
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcc
ctaactgaaa
agacagaata
ggctggcact
tcettttece
ggggcggcag
cttcattttt
atcccttaac

tcttettgag

tatcecgcetcea
cctgaggcegg
gcteccccage
gaaagtccce
caaccatagt
attctcecgee
cctctgagcet
atcgatcaag
ggttctcegg
ggctgctcetg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctge
gccgagaaag
acctgceccat
gceggtettg
ctgttegeeca
gatgcectget
ggccggetgg
gaagagcttg
gattcgcagce
ggttcgaaat
ccgectteta
tccagecgegg
cacggaagga
aaacgcacgg
ctgtcgatac
caccccaccee
gccetgcecat
aatttaaaag
gtgagttttce

atcetttttt

14

tgagacaata
aaagaaccag
aggcagaagt
aggctcccca
ccecgececcta
ccatggcectga
attccagaag
agacaggatg
ccgettgggt
atgccgecegt
tgteceggtge
cgggegttcee
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggce
tgccgaatat
gtgtggegga
gcggcgaatg
gcatcgcectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
gacaataccg
tgttgggtcg
cccaccgaga
cccaagtteg
agcctcaggt
gatctaggtg
gttccactga

tctgegegta

accctgataa
ctgtggaatg
atgcaaagca
gcaggcagaa
actccgecca
ctaatttttt
tagtgaggag
aggatecgttt
ggagaggcta
gttccggetg
cctgaatgaa
ttgcgecaget
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gagcatgeccce
catggtggaa
ccgcetatcag
ggctgaccgce
ctatcgcctt
gcgacgecca
ggcttcggaa
ctggagttct
gaaggaaccc
tttgttcata
cccecattggg
ggtgaaggcce
tactcatata
aagatccettt
gcgtcagacce

atctgctgcet

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280



10

15

20

25

tgcaaacaaa
ctctttttece
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca
ccatgcat

<210> 11
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>

aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagecga
cacgcttccc
agagcgcacg
tcgccacctce
gaaaaacgcc

catgttcttt

ES 2820713 T3

ctaccagegg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgetgeca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagc
agcaacgcgg

cctgegttat

tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg

cccctgatte

gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtegtgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgeectggtat
gtgatgctcg
gttcectggece

tgtggataac

<223> Cebador directo - por producciéon de PFLARE 5A MUT Exén 10

<400> 11

ccaaaggtgc agataattaa gaag

<210> 12
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>

24

<223> Cebador inverso - por produccién de PFLARE 5A MUT Exén 10

<400> 12

gttgctaaga tccagcttcet tett

<210> 13
<211> 5940
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> PLASMIDO PFLARE MUT

<400> 13

24

gagctaccaa
gtccttetag
tacctcegetce
accgggttgg
ggttcgtgceca
cgtgagcectat
agcggcaggg
ctttatagtc
tcaggggggce
ttttgctgge

cgtattaccg

tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc attagttcat agcccatata tggagttccg

cgttacataa cttacggtaa atggcccgcece tggctgaccg cccaacgacce cccgceccatt

15

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

5948

60

120



gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgcce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
ccggactcag
ctgtggggca
caaggttaca
actcttgggt
gaagaagctg
cgtceceggga
aattattagg
ctggatccac
gtgataagca
ggacaaactc
cggggtggtg
gtceggegag
caccggcaag
gtgctttage
cgaaggctac
cgccgaggtg
cttcaaggag
cgtctatatce
caacatcgag
cgacggcccec
agaccccaac
cactctcgge
ggagaataac

cgtgaacgge

atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttce
cggttttgge
ctccacccceca
aaatgtcgta
gtctatataa
atctaccatt
aggtgaacgt
agacaggttt
ttctgaattce
gatcttagca
ggcggcagtyg
aagtggtgtg
catggtggct
ctgactetet
tacgecggact
cccatcctgg
ggcgagggcg
ctgceegtge
cgctaccecyg
gtccaggage
aagttcgagg
gacggcaaca
accgccgaca
gacggcagcg
gtgctgetge
gagaagcgcg
accgacgagc
atggccatca

cacgagttceg

ES 2820713 T3

ttececcatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctgg
ggtgcacctg
ggaagagttg
aaggagacca
ctcatccttt
acgtccagtc
tgagtacctt
agtgcgtaca
tagatccggg
ctgectattg
tgccagtacg
tcgagctgga
acgccaccta
cctggeccac
accacctgaa
gcaccatctt
gcgacaccct
tecectggggeca
agcagaagaa
tgcagectcge
ccgacaacca
atcatatggt
tgtacaagta

tcaaggagtt

agatcgaggg

aacgccaata
cttggcagta
taaatggccecce
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagtttg
cccattgacg
tttagtgaac
actcctgagg
gtggtgaggc
atagaaactg
tttetggceta
caagtgtggc
cacacgtccc
cttgcgagac
catgtggaga
gtctatttte
cttegtgage
cggcgacgta
cggcaagctg
cctegtgace
gcagcacgac
cttcaaggac
ggtgaaccgce
caagctggag
cggcatcaag
cgaccactac
ctacctgagce
cctgetggag
accggtcgec

catgcgette

cgagggcgag

16

gggactttce
catcaagtgt
gcectggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacce
caaatgggcg
cgtcagatcc
agaagtctge
cctgggceccac
ggcatgtgga
ccaaaggtgce
tcaaaggata
atgcgecegtg
actgcataga
cagagaagac
cctcecteag
aagggcgagg
aacggccaca
accctgaagt
accctgacct
ttcttcaaga
gacggcaact
atcgagctga
tacaactaca
gtgaacttca
cagcagaaca
acccagtcceg
ttegtgacceg
accatggtga
aaggtgcgea

ggcecgeccect

attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgcectattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggecgtgt
gctagcgeta
cgttactgee
cagtaagtat
gacagagaag
agataattaa
atatcaaaca
ctgtggettg
ataaatcctt
tgttgagttt
tggcggtega
agctgttcac
agttcagcgt
tcatctgecac
acggcgtgea
gtgcaatgce
acaagacccg
agggcatcga
acagccacaa
agatccgcecca
ccececategg
ccctgagcaa
ccgecgggat
gcaagggcga
tggagggctc

acgagggcac

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



ccagaccgcce
aacccccaac
ctacttgaag
cggcggegtyg
ggtgaagctg
gggctgggag
caagatgagg
caaggccaag
cacctcccac
ctccacegge
gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga
accgtctatc
tcgaggtgcece
cggggaaagc
agggcgctgg
gcgecgcetac
tgtttatttt
atgcttcaat
tgtgtcagtt
tgcatctcaa
gtatgcaaag
teccegeeect
ttatttatgce
gcttttttgg

cgcatgattg

aagctgaagg
ttcacctacg
ctgteccttec
gtgaccgtga
cgcggcacca
gcctectecg
ctgaagctga
aagcccegtge
aacgaggact
ggcatggacg
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
aattcgegtt
aaatccctta
acaagagtcc
agggcgatgg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtagc
agggcgegte
tctaaataca
aatattgaaa
agggtgtgga
ttagtcagca
catgcatctc
aactccgceccece
agaggccgag
aggcctagge

aacaagatgg

ES 2820713 T3

tgaccaaggg
gctccaaggce
ccgagggcett
cccaggactce
acttccccte
agcggatgta
aggacggcgg
agctgececegg
acaccatcgt
agctgtataa
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
ggtcacgctg
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
aagtccccag
accaggtgtg
aattagtcag
agttccgece
gcecgectegg
ttttgcaaag

attgcacgca

tggcccectg
ctacgtgaag
caagtgggag
ctcectgeag
cgacggcccce
ccccgaggac
ccactacgac
cgcctacate
ggaactgtac
gtaagcggcece
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttaagg
taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggaaga
cgcgtaacca
tttecggggaa
tatccgctca
cctgaggcgg
gctcccecage
gaaagtcccc
caaccatagt
attctcegec
cctectgaget
atcgatcaag

ggttctcegg

17

cccttegect
caccccgecg
cgcgtgatga
gacggcgagt
gtaatgcaga
ggcgccctga
gctgaggtca
gtcggcatca
gaacgcgccg
gcgactctag
cctceccacac
gtttattgeca
agcatttttt
cgtaaattgt
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
gcccccgatt
aagcgaaagg
ccacacccgce
atgtgcgegg
tgagacaata
aaagaaccag
aggcagaagt
aggctcccca
ccecgecccta
ccatggctga
attccagaag
agacaggatg

ccgettgggt

gggacatcct
acatccccga
acttcgagga
tcatctacaa
agaagaccat
agggcgagat
agaccaccta
agttggacat
agggccgcca
atcataatca
ctcecectga
gcttataatg
tcactgcatt
aagcgttaat
ccaataggcc
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttttttgggg
tagagcttga
agecgggegcet
cgcgcttaat
aacccctatt
accctgataa
ctgtggaatg
atgcaaagca
gcaggcagaa
actccgecca
ctaatttttt
tagtgaggag
aggatcgttt

ggagaggcta

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300



tteggetatg
tcagcgcagg
ctgcaagacg
gtgctcgacyg
caggatctcc
atgcggecgge
cgcatcgagce
gaagagcatc
gacggcgagg
aatggccget
gacatagcgt
ttectegtge
cttgacgagt
acctgccatce
tegtttteeg
tcgeccaccee
gcgctatgac
aacgcggggt
gccaatacge
cagggctcge
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttece
tgtagcegta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg

ctgtcgggtt

actgggcaca
ggcgeceggt
aggcagcgceg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgcet
gagcacgtac
aggggctcgce
atctcgtcgt
tttctggatt
tggctacccg
tttacggtat
tecttectgage
acgagatttc
ggacgccgge
tagggggagg
ggcaataaaa
teggtcecag
ccgegtttet
agccaacgtc
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttccce
agagcgcacg

tcgeccaccte

ES 2820713 T3

acagacaatc
tctttttgte
gctatcgtgg
agcgggaagg
ccttgetect
tgatccggcet
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatgge
catcgactgt
tgatattgct
cgcegetecee
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcce
ctaactgaaa
agacagaata
ggctggcact
tcettttece
ggggcggcag
cttcattttt
atcccttaac
tcttettgag
ctaccagcgg
ggcttcageca
cacttcaaga
gctgctgecca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttce

tgacttgagce

ggectgetetg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctge
gccgagaaag
acctgeccat
gccggtettg
ctgttcgceca
gatgcctgcet
ggccggetgg
gaagagcttg
gattcgcage
ggttcgaaat
ccgecetteta
tccagegegg
cacggaagga
aaacgcacgg
ctgtecgatac
caccccaccc
gcecctgecat
aatttaaaag
gtgagttttc
atcetttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagce
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa

gtcgattttt

18

atgccgeegt
tgtceggtge
cgggegttee
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggc
tgccgaatat
gtgtggegga
gcggcgaatg
gcatcgecett
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
gacaataccg
tgttgggteg
cccaccgaga
cccaagttcg
agcctcaggt
gatctaggtg
gttccactga
tctgegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgectggtat

gtgatgctcg

gttceggcetg
cctgaatgaa
ttgcgecaget
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gagcatgccce
catggtggaa
ccgectatcag
ggctgaccgce
ctatcgecett
gcgacgccca
ggctteggaa
ctggagttet
gaaggaaccc
tttgttcata
cceccattggg
ggtgaaggcc
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacce
atctgctget
gagctaccaa
gtccettcectag
tacctegete
accgggttgg
ggttcgtgceca
cgtgagctat
agcggcaggg
ctttatagtce

tcaggggggc

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

5820



10

15

20

25

30

35

40
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ggagcctatg gaaaaacgcc agcaacgcgg cctttttacg gttcctggec ttttgetgge

cttttgctca catgttcecttt cctgegttat ccectgattc tgtggataac cgtattaccg

<210> 14
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> TAUR9F

<400> 14
ctgaagcacc accagccggg agg 23

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> TAU13R

<400> 15
tggtctgtct tggctttgge 20

<210> 16
<211> 31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Indicador plasmidico - Exé6n 1 Bgl para

<400> 16
aaacagatct accattggtg cacctgactc ¢ 31

<210> 17
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Indicador plasmidico- EGFP Inv

<400> 17
cgtcgecgte cagcetcgace ag 22

<210> 18

<211>130

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18
ggctaccaaa ggtgcagata attaataaga agctggatct tagcaacgtc cagtccaagt

gtggctcaaa ggataatatc aaacacgtcc cgggaggcgg cagtgtgagt accttcacac

gtcccatgeg

<210> 19
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>

19

5880

5940

60

120

130
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<223> ARNip A - cadena sentido con saliente

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> n significa desoxirribosiltimina (dT)

<400> 19
aguccaagug uggcucaaan n

<210> 20
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> ARNip A - cadena antisentido con saliente

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> n significa desoxirribosiltimina (dT)

<400> 20
uuugagccac acuuggacun n

<210> 21
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> ARNip B - cadena sentido con saliente

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> n significa desoxirribosiltimina (dT)

<400> 21
ggcucaaagg auaauaucan n

<210> 22
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> ARNip B - cadena antisentido con saliente

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> n significa desoxirribosiltimina (dT)

<400> 22
ugauauuauc cuuugageen n

<210> 23
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> ARNip C - cadena sentido con saliente

<220>
<221> misc_feature
<222> (20)..(21)

20

21

21

21

21
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<223> n significa desoxirribosiltimina (dT)

<400> 23
gcaacgucca guccaagugn n

<210> 24
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> ARNip C - cadena antisentido con saliente

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> n significa desoxirribosiltimina (dT)

<400> 24
cacuuggacu ggacguugcen n

21

21

21



10

15

20

ES 2820713 T3

REIVINDICACIONES

1. Agente terapéutico para su uso en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas asociadas con anomalias
de la proteina tau codificada por el gen MAPT, en el que dicho agente terapéutico comprende uno o mas ARNip
dirigidos al exén 10 del gen MAPT, en el que los uno o mas ARNip se seleccionan de entre un ARN bicatenario
compuesto por una cadena sentido que comprende una secuencia de bases establecida en las SEQ ID No.: 2,4 0 6,
y una cadena antisentido que comprende una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un
saliente en el terminal de la cadena sentido y/o cadena antisentido.

2. Agente terapéutico para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que los uno o mas ARNip inducen la
degradacion selectiva de las transcripciones de MAPT que contienen el exon 10.

3. Agente terapéutico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que las
enfermedades neurodegenerativas asociadas con anomalias de la proteina tau codificada por el gen MAPT se
seleccionan de entre enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, distrofia mioténica de tipo 1, enfermedad
de Parkinson y demencia frontotemporal con parkinsonismo ligada al cromosoma 17 (FTDP-17).

4. Una composicion farmacéutica que comprende uno o mas ARNip, en la que los uno o mas ARNip comprenden
una cadena sentido que comprende al menos 19 bases continuas de ARNm correspondientes a la secuencia del
exon 10 de MAPT establecida en la SEQ ID No.: 1 y una cadena antisentido que comprende una secuencia
complementaria a la misma y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en el que los uno o mas ARNip se
seleccionan de entre un ARN bicatenario compuesto por una cadena sentido que comprende una secuencia de
bases establecida en las SEQ ID No.: 2, 4 o 6, y una cadena antisentido que comprende una secuencia
complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un saliente en el terminal de la cadena sentido y/o cadena
antisentido.
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tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgcce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttceca
acggtgggag
ccggactcag
ctgtggggca
caaggttaca
actecttgggt
taagaagctyg
cgtceeggga
aattattagg
ctggatccac
gtgataagea
ggacaaactc
cggggtggtyg
gtccggegag
caccggcaag
gtgetttage
cgaaggctac
cgeccgaggtyg
cttcaaggag
cgtctatate
caacatcgag
cgacggecec
agaccccaac
cactctcecgge
ggagaataac
cgtgaacggce
ccagaccgec
aacccccaac

ctacttgaag

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacy
tgggactttc
cggttttgge
ctccaccccea
aaatgtcgta
gtctatataa
atctaccatt
aggtgaacgt
agacaggttt
ttctgaatte
gatcttagca
ggcggcagtyg
aagtggtgtyg
catggtggct
ctgactetet
tacgecggact
ccecatcectgg
ggcgagggcg
ctgecegtge
cgctacecceg
gtccaggagc
aagttcgagg
gacggcaaca
accgecgaca
gacggcagcg
gtgctgectge
gagaagcgcg
accgacgagc
atggccatca
cacgagttcg
aagctgaagg
ttcacctacg

ctgtccttecce
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ttacggggtc
atggeccegece
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgyg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccege
gcagagctgg
ggtgcacctg
ggaagagttyg
aaggagacca
ctcatcecttt
acgtceccagtce
tgagtacctt
agtgcgtaca
tagatccggg
ctgectattyg
tgeccagtacyg
tcgagectgga
acgccaccta
cctggeccac
accacctgaa
gcaccatctt
gcgacaccct
tectggggca
agcagaagaa
tgcagctcege
ccgacaacca
atcatatggt
tgtacaagta
tcaaggagtt
agatcgaggg
tgaccaaggg
gcteccaaggce

ccgagggcett

attagttcat
tggetgaceg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggcce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttyg
cecattgacy
tttagtgaac
actcctgagg
gtggtgaggce
atagaaactg
tttectggcta
caagtgtggce
cacacgtccc
cttgcgagac
catgtggaga
gtectatttte
cttegtgage
cggcgacgta
cggcaagctg
cctegtgace
gcagcacgac
cttcaaggac
ggtgaaccgc
caagctggag
cggcatcaag
cgaccactac
ctacctgage
cctgetggag
accggtcgece
catgcgecttce
cgagggcgag
tggccecectg
ctacgtgaag
caagtgggag

Figura 12
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agcccatata
ceccaacgacce
gggactttcc
catcaagtgt
gcectggeatt
gtattagtca
tagecggtttg
ttttggcacc
caaatgggcy
cgtcagatcce
agaagtctgce
cctgggecac
ggcatgtgga
ccaaaggtgce
tcaaaggata
atgcgcegtyg
actgcataga
cagagaagac
ceteccteag
aagggcgagyg
aacggccaca
accctgaagt
accctgacct
ttcttcaaga
gacggcaact
atcgagctga
tacaactaca
gtgaacttca
cagcagaaca
acccagtccg
ttegtgaccg
accatggtga
aaggtgcgca
ggccgeecct
cccttegect
caccccgccg

cgcgtgatga

tggagttccg
ceegeccatt
attgacgtca
atcatatgce
atgcccagta
tcgctattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
gctagcgcta
cgttactgce
cagtaagtat
gacagagaag
agataattaa
atatcaaaca
ctgtggecttyg
ataaatcctt
tgttgagttt
tggcggtega
agctgttcac
agttcagcgt
tcatctgcac
acggegtgcea
gtgcaatgcce
acaagacccg
agggcatcga
acagccacaa
agatccgcca
ccecccategg
ccctgagcecaa
ccgecgggat
gcaagggcga
tggagggctce
acgagggcac
gggacatcct
acatccccga

acttcgagga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
lez0
1680
1740
1800
1860
19820
19880
2040
2100
2160
2220



cggcggcegtyg
ggtgaagctg
gggctgggag
caagatgagg
caaggccaaqg
cacctceccac
ctcecacegge
gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga
accgtctatc
tcgaggtgee
cggggaaagc
agggcgcetgg
gcgeecgetac
tgtttatttt
atgcttecaat
tgtgtcagtt
tgcatctcaa
gtatgcaaag
tcecegecect
ttatttatge
gcttttttgg
cgcatgattg
ttcggctatg
tcagcgcagg
ctgcaagacg
gtgctcgacg
caggatctecc
atgcggegge
cgcategage
gaagagcatc
gacggcdagg
aatggccgcet

gtgaccgtga
cgcggcacca
gccteccteeg
ctgaagctga
aagcccgtge
aacgaggact
ggcatggacg
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
aattecgegtt
aaatccctta
acaagagtce
agggcgatgg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtagc
agggcgcegte
tctaaataca
aatattgaaa
agggtgtgga
ttagtcagca
catgcatcte
aacteccgecce
agaggccgaqg
aggcctagge
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgcceggt
aggcagcgceg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgct
gagcacgtac
aggggetege
atctegtegt
tttctggatt
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cccaggactce
acttccccte
agcggatgta
aggacggcgyg
agctgccegg
acaccatcgt
agctgtataa
gttttacttg
gcaattgttyg
atcacaaatt
ctcatcaatg
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
ggtcacgctg
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
aagtccccag
accaggtgtg
aattagtcag
agtteccgecce
gecgectegg
ttttgcaaag
attgcacgca
acagacaatc
tctttttgtc
gctatcgtygg
agcgggaagyg
ccttgetect
tgatccgget
teggatggaa
gccagccgaa
gacccatgge

catcgactgt

ctccetgecag
cgacggcccco
ccccgaggac
ccactacgac
cgcctacate
ggaactgtac
gtaagcggec
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttaagg
taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggdgaaga
cgcgtaacca
tttecggggaa
tatccgectca
cctgaggcegy
gctecccage
gaaagtcccce
caaccatagt
attctecegee
cetetgaget
atcgatcaag
ggttctececgg
ggctgctctg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctgc
gocgagaaag
acctgeccat
geeggtettyg
ctgttcgeca
gatgcctget

ggccggctgyg

gacggcgagt
gtaatgcaga
ggcgecctga
gctgaggtca
gteggcatca
gaacgcgecqg
gcgactctag
cctecccacac
gtttattgca
agcatttttt
cgtaaattgt
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
gceccceegatt
aagcgaaagyg
ccacacccgc
atgtgcgegg
tgagacaata
aaagaaccag
aggcagaagt
aggctcccea
ccecgececta
ccatggctga
attccagaag
agacaggatg
ccgcttgggt
atgccgceccgt
tgtccggtgce
cgggcgttce
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga

ggctcaaggce
tgccgaatat

gtgtggcgga

Figura 12 - cont.
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tcatctacaa
agaagaccat
agggcgagat
agaccaccta
agttggacat
agggcecgeca
atcataatca
ctccecectga
gcttataatg
tcactgcatt
aagcgttaat
ccaataggcec
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttttttgggg
tagagcttga
agcgggcgcet
cgcgcttaat
aacccectatt
accctgataa
ctgtggaatg
atgcaaagca
gcaggcagaa
actccgeccea
ctaatttttt
tagtgaggag
aggatecgttt
ggagaggcta
gttccggcetg
cctgaatgaa
ttgcgcagcet
agtgccegggg
ggctgatgea
agcgaaacat
tgatctggac
gagcatgccc
catggtggaa

ccgctatcag

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500



gacatagcgt
ttecctegtge
cttgacgagt
acctgccatc
tegttttecy
tcgcececacce
gcgctatgac
aacgcggggt
gccaatacge
cagggctecge
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttee
tgtageccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca

ccatgcat

tggctacccg
tttacggtat
tecttetgage
acgagatttc
ggacgccgge
tagggggagg
ggcaataaaa
tcggtceeccag
ccgegtttet
agccaacgtce
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttcecce
agagcgcacg
tecgececaccete
gaaaaacgcc

catgttcttt
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tgatattgct
cgccgctecce
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcce
ctaactgaaa
agacagaata
ggctggcact
teccttttecce
ggggcggcag
cttcattttt
atcccttaac
tettettgag
ctaccagcgg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgectgecca
gataaggcgc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagctte
tgacttgagce
agcaacgcgg

cctgegttat

gaagagcttg
gattcgcagc
ggttcgaaat
ccgectteta
tccagegegy
cacggaagga
aaacgcacgg
ctgtecgatac
caccccaccce
gccctgecat
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggteggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg

cccecctgatte

gcggcgaatyg
gcatcgectt
gaccgaccaa
tgaaaggttyg
ggatctecaty
gacaataccg
tgttgggteg
cccaccgaga
cccaagtteg
agcctcaggt
gatctaggtg
gttccactga
tctgecgegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtcett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgcctggtat
gtgatgctecg
gttectggece
tgtggataac

Figura 12 - cont.
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ggctgaccgce
ctatcgcctt
gcgacgcocca
ggcttcggaa
ctggagttet
gaaggaaccc
tttgttcata
cceccattggg
ggtgaaggce
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacce
atctgctgcet
gagctaccaa
gteccttctag
tacctecgecte
accgggttygg
ggttcgtgea
cgtgagctat
agcggeagdg
ctttatagtc
tcaggggggc
ttttgectgge
cgtattaccg

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5620
5880
5940
5948



tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccc
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
ccggactceag
ctgtggggca
caaggttaca
actcttgggt
gaagaagctg
cgtecccggga
aattattagg
ctggatccac
gtgataagca
ggacaaactc
cggggtggtyg
gtceggegag
caccggcaag
gtgctttagce
cgaaggctac
cgccgaggtg
cttcaaggag
cgtctatatc
caacatcgag
cgacggcccce
agaccccaac
cactctcggce
ggagaataac
cgtgaacggc
ccagaccgece
aacccccaac

ctacttgaag

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
ctccaccccea
aaatgtcgta
gtctatataa
atctaccatt
aggtgaacgt
agacaggttt
ttctgaattce
gatcttagca
ggcggcagtyg
aagtggtgtg
catggtggcet
ctgactctet
tacgcggact
cccatcctygg
ggcgagggcyg
ctgccegtge
cgctaccccg
gtccaggagce
aagttcgagg
gacggcaaca
accgccgaca
gacggcagcy
gtgctgctgce
gagaagcgcg
accgacgagc
atggccatca
cacgagttcg
aagctgaagg
ttcacctacg

ctgtccttece
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ttacggggte
atggccecgcec
ttecccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgce
gcagagctgg
ggtgcacctyg
ggaagagttg
aaggagacca
ctecatccttt
acgtccagtc
tgagtacctt
agtgcgtaca
tagatccggg
ctgcctattg
tgccagtacg
tcgagcectgga
acgccaccta
cctggcccac
accacctgaa
gcaccatctt
gcgacaccct
tcctggggea
agcagaagaa
tgcagctege
ccgacaacca
atcatatggt
tgtacaagta
tcaaggagtt
agatcgaggg
tgaccaaggg
gcteccaaggc

ccgagggcett

Figura 13

attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacyg
tttagtgaac
actcctgagg
gtggtgagge
atagaaactyg
tttcectggcecta
caagtgtggc
cacacgtccc
cttgcgagac
catgtggaga
gtctattttc
cttcgtgage
cggcgacgta
cggcaagctg
cctecgtgacce
gcagcacgac
cttcaaggac
ggtgaaccgce
caagctggag
cggcatcaag
cgaccactac
ctacctgagce
cctgctggag
accggtcgcc
catgecgcette
cgagggcgag
tggcccecty
ctacgtgaag
caagtgggag

35

agcccatata
cccaacgacc
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
cgtcagatcc
agaagtctgc
cctgggecac
ggcatgtgga
ccaaaggtgce
tcaaaggata
atgcgececgtyg
actgcataga
cagagaagac
cctecccteag
aagggcgagyg
aacggccaca
accctgaagt
accctgacct
ttcttcaaga
gacggcaact
atcgagctga
tacaactaca
gtgaacttca
cagcagaaca
acccagtccg
ttegtgaccg
accatggtga
aaggtgcgcea
ggccgcccect
cccttegect
caccccgecg

cgcgtgatga

tggagttccg
cccgecccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgctattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
gctagecgcta
cgttactgcc
cagtaagtat
gacagagaag
agataattaa
atatcaaaca
ctgtggettg
ataaatcctt
tgttgagttt
tggcggtcga
agctgttcac
agttcagcgt
tcatctgcac
acggcgtgca
gtgcaatgcce
acaagacccg
agggcatcga
acagccacaa
agatccgcca
cccccatcgg
ccctgagcecaa
ccgecgggat
gcaagggcga
tggagggcte
acgagggcac
gggacatecct
acatccccga

acttcgagga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



cggeggegtyg
ggtgaagctg
gggctgggayg
caagatgagg
caaggccaaqg
cacctcccac
ctccaccggce
gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga
accgtctatce
tcgaggtgcc
cggggaaagc
agggcgctgg
gegeocgetac
tgtttatttt
atgcttcaat
tgtgtcagtt
tgcatctcaa
gtatgcaaag
tcceogeccct
ttatttatgc
gcttttttgg
cgcatgattyg
tteggetatyg
tcagcgcagg
ctgcaagacg
gtgctecgacyg
caggatctcc
atgcggeggce
cgcatcgagce
gaagagcatc
gacggcgagyg
aatggeccgct
gacatagcgt

gtgaccgtga
cgcggcacca
gcectectecyg
ctgaagctga
aagcecegtge
aacgaggact
ggcatggacyg
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
aattcgegtt
aaatccctta
acaagagtcc
agggcgatgyg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtagc
agggegegte
tctaaataca
aatattgaaa
agggtgtgga
ttagtcagcea
catgcatcte
aactccgceccc
agaggccgag
aggcctagge
aacaagatgqg
actgggcaca
ggcgcccggt
aggcagcgcd
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgcet
gagcacgtac
aggggctege
atctecgtegt
tttctggatt
tggctacceg
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cccaggactce
acttccecctc
agcggatgta
aggacggcgg
agctgccecgyg
acaccatcgt
agctgtataa
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
Jggcgagaaag
ggtcacgctg
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
aagtccccag
accaggtgtyg
aattagtcag
agttcecgeccce
gcecgcectegg
ttttgcaaag
attgcacgca
acagacaatc
tctttttgtce
gctatcgtgg
agcgggaagg
ccttgectect
tgatcecgget
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatggc
catcgactgt
tgatattgct

ctececctgecag
cgacggccce
ccececgaggac
ccactacgac
cgecctacate
ggaactgtac
gtaagcggcc
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttaagg
taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggaaga
cgcgtaacca
tttcggggaa
tatcecgetca
cctgaggcegg
gctcececcagce
gaaagtcccc
caaccatagt
attctececgec
cctectgaget
atcgatcaag
ggttetecgyg
ggctgctctg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctgce
gccgagaaag
acctgcccat
gccggtettg
ctgttcgcca
gatgcctgcet
ggccggcetgy
gaagagcttg

gacggcgagt
gtaatgcaga
ggcgccectga
gctgaggtca
gtecggcatca
gaacgcgccg
gcgactctag
cctcccacac
gtttattgca
agcatttttt
cgtaaattgt
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
gcccccgatt
aagcgaaagqg
ccacacccgc
atgtgegegyg
tgagacaata
aaagaaccag
aggcagaadgt
aggctceccccea
cccgceccecta
ccatggctga
attccagaag
agacaggatg
ccgettgggt
atgccgeegt
tgtccggtge
cgggcgttcec
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggc
tgccgaatat
gtgtggcgga
gcggcgaatg

Figura 13 - cont.
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tcatctacaa
agaagaccat
agggcgagat
agaccaccta
agttggacat
agggccgceca
atcataatca
ctcccectga
gcttataatg
tcactgecatt
aagcgttaat
ccaataggcce
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttttttagggyg
tagagcttga
agcgggcgct
cgcgcttaat
aacccctatt
accctgataa
ctgtggaatyg
atgcaaagca
gcaggcagaa
actcecgceccca
ctaatttttt
tagtgaggag
aggatcgttt
ggagaggcta
gttceggetg
cctgaatgaa
ttgcgcagcet
agtgccgggy
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gagcatgccc
catggtggaa
ccgctatcag

ggctgaccge

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
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



ttcetegtge
cttgacgagt
acctgccatc
tcgttttecg
tcgcecacce
gcgetatgac
aacgcggggt
gccaatacgce
cagggctcege
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctectttttcee
tgtagcegta
tgctaatecct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca

tttacggtat
tcttectgage
acgagatttc
ggacgccggc
tagggggagyg
ggcaataaaa
teggtececag
cegegtttet
agccaacgtce
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccyg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttecce
agagcgcacg
tcgecaccte
gaaaaacgcc

catgttcttt
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cgcegeteocee
gggactctygyg
gattccaccg
tggatgatcc
ctaactgaaa
agacagaata
ggctggcact
tecttttece
dggggcdgcag
cttecattttt
atcccttaac
tcttecttgag
ctaccagcgg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgctgecca
gataaggcgc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagc
agcaacgcgg
cctgecgttat

Figura

gattcgcage
ggttcgaaat
ccgeccttcta
tcecagegegyg
cacggaagga
aaacgcacgg
ctgtcgatac
caccccaccce
gcectgecat
aatttaaaag
gtgagtttte
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagce
gtggcgataa
ageggteggy
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg

cccectgatte

13 -
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gcatcgcectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctecatg
gacaataccg
tgttgggteg
cccaccgaga
cccaagtteg
agcctcaggt
gatctaggtyg
gttccactga
tctgcgegta
gceggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtett
ctgaacgggyg
atacctacag
gtatccggta
cgecctggtat
gtgatgctceg
gttcctggcce
tgtggataac

cont.

ctatcgectt
gcgacgccca
ggcttcggaa
ctggagttct
gaaggaaccc
tttgttcata
cccecattggg
ggtgaaggcc
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacce
atctgctgcet
gagctaccaa
gtccttectag
tacctegetce
accgggttgg
ggttcgtgca
cgtgagctat
agcggcaggyg
ctttatagtc
tcaggggggce
ttttgctgge
cgtattaccg

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
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