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DESCRIPCION
ARN interferente para el gen ZNFN3A1 como método para inhibir el crecimiento de células cancerosas.
Campo técnico

La presente invencion se refiere al campo de la ciencia bioldégica, mas especificamente al campo de investigacion en
cancer. En particular, la presente invencion se refiere a una composicién que comprende un ARN interferente
pequefio (ARNip) de ZNFN3AL.

Antecedentes técnicos

El carcinoma hepatocelular (CHC) esta entre los cinco tipos mas frecuentes de canceres y es la cuarta causa
principal de muerte por cancer en el mundo. Aunque recientes avances médicos han hecho gran progreso en
diagnosticar la enfermedad, un gran nimero de pacientes con CHC son aun diagnosticados en fases avanzadas. La
mayoria de los pacientes no se curan por reseccion quirargica debido a la grave disfunciéon del higado, tumores
expandidos y/o multiples, o alta incidencia de recaida. Por tanto el desarrollo de farmacos de gran eficacia
quimioterapéutica y estrategias preventivas son asuntos de interés apremiante.

Divulgacion de lainvencion

La presente invencion se basa en el sorprendente descubrimiento de que ARN interferentes pequefios (ARNip)
selectivos para ZNFN3AL son eficaces para inhibir el crecimiento celular de varias células cancerosas, incluyendo
las implicadas en CHC.

La invencion proporciona métodos para inhibir el crecimiento celular. Entre los métodos proporcionados estan los
que comprenden poner en contacto una célula con una composicion que comprende un ARN interferente pequefio
(ARNip) de ZNFN3AL. La invencion también proporciona métodos para inhibir el crecimiento de células tumorales.
Tales métodos incluyen el uso de una composicion que comprende un ARN interferente pequefio (ARNip) de
ZNFN3AL. Otro aspecto de la invencién proporciona métodos para inhibir la expresion del gen ZNFN3A1 en una
célula de una muestra bioldgica. La expresion del gen se puede inhibir mediante la introduccion de una molécula de
acido ribonucleico (ARN) bicatenario en la célula en una cantidad suficiente para inhibir la expresién del gen
ZNFN3AL. Otro aspecto de la invencién se refiere a productos que incluyen secuencias de acido nucleico y vectores
asi como composiciones que los comprenden, Utiles, por ejemplo, en los métodos proporcionados. Entre los
productos proporcionados estan moléculas de ARNip que tienen la propiedad de inhibir la expresion del gen
ZNFN3A1 cuando se introducen en una célula que expresa dicho gen. Entre tales moléculas estan las que
comprenden una hebra sentido y una hebra antisentido, en donde la hebra sentido comprende una secuencia de
ribonucledtidos que corresponde a una secuencia diana de ZNFN3A1, y en donde la hebra antisentido comprende
una secuencia de ribonucleétidos que es complementaria a dicha hebra sentido. Las hebras sentido y antisentido de
la molécula hibridan entre si para formar una molécula bicatenaria.

Como se usa aqui el término “organismo” se refiere a cualquier entidad viva que comprende al menos una célula. Un
organismo vivo puede ser tan simple como, por ejemplo, un Unica célula eucariota o tan complejo como un
mamifero, incluyendo un ser humano.

Como se usa aqui, el término “muestra biolégica” se refiere a un organismo entero o un subconjunto de sus tejidos,
células o partes componentes (por ejemplo, liquidos corporales, incluyendo pero no limitados a sangre, moco,
liquido linfatico, liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, saliva, liquido amniético, sangre de corddn amniético, orina,
liquido vaginal y semen). “Muestra biolégica” se refiere ademas a un homogenado, lisado, extracto, cultivo celular o
cultivo de tejido preparado de un organismo entero o un subconjunto de sus células, tejidos o partes componentes, o
una fraccion o parte de los mismos. Por ultimo, “muestra biolégica” se refiere a un medio, tal como un caldo nutriente
o gel en el que se ha propagado un organismo, que contiene componentes celulares, tales como proteinas o
polinucleétidos.

La invencién presenta métodos de inhibir el crecimiento celular. El crecimiento celular se inhibe poniendo en
contacto una célula con una composicion de un ARN interferente pequefio (ARNip) de ZNFN3A1. ZNFN3A1 es una
proteina con dedos de zinc que se sobreexpresa en tumores tales como carcinoma hepatocelular o adenocarcinoma
colorrectal. El crecimiento de la célula que expresa ZNFN3AL se puede inhibir por la presente invencion. La célula
se pone en contacto ademas con un agente potenciador de la transfeccion. La célula se suministra in vitro, in vivo o
ex vivo. El sujeto es un mamifero, por ejemplo, un ser humano, un primate no humano, ratén, rata, perro, gato,
caballo o vaca. La célula es una célula hepatica o una célula de colon. De forma alternativa, la célula es una célula
tumoral (es decir, célula cancerosa) tal como una célula de cancer colorrectal o una célula de cancer de higado. Por
ejemplo, la célula es una célula de adenocarcinoma colorrectal o una célula de carcinoma hepatocelular. Mediante
inhibir el crecimiento celular se quiere decir que la célula tratada prolifera a una velocidad menor o tiene una
viabilidad disminuida que una célula sin tratar. El crecimiento celular se mide mediante ensayos de proliferacion
conocidos en la técnica.
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Mediante el término “ARNip” se quiere decir una molécula bicatenaria de ARN que previene la traduccién de un
ARNmM diana. Se usan técnicas estandar de introducir ARNip en la célula, incluyendo esas en las que el ADN es un
molde partir del que se transcribe ARN. El ARNip incluye una secuencia de acido nucleico de ZNFN3A1 sentido, una
secuencia de acido nucleico de ZNFN3A1l antisentido o ambas. EI ARNip se construye de modo que un Unico
transcrito tiene las secuencias tanto sentido como antisentido complementaria del gen diana, por ejemplo, una
horquilla.

El método se usa para alterar la expresion génica en una célula en la que la expresion de ZNFN3ALl esta
aumentada, por ejemplo, como resultado de transformacion maligna de las células. La unién del ARNip a un
transcrito de ZNFN3A1 en la célula diana produce una reduccion en la produccién de ZNFN3AL por la célula. La
longitud del oligonucleétido es al menos de 10 nuclettidos y puede ser tan larga como el transcrito ZNFN3A1
natural. Preferiblemente, el oligonucleétido tiene de 19-25 nucledtidos de longitud. Lo més preferiblemente, el
oligonucledtido tiene menos de 75, 50 o 25 nucledtidos de longitud. Ejemplos de oligonucleétidos ARNip de
ZNFN3AL1 que inhiben la expresion de ZNFN3A1 en células de mamifero incluyen oligonucleétidos que contienen
secuencias diana, por ejemplo, los nucleétidos 451-471, 532-552, 623-643, 625-645, 636-656, 726-746, 923-943,
1065-1085 y 1258-1278 de SEQ ID NO: 1.

Se conocen métodos para disefiar ARN bicatenarios que tengan la capacidad de inhibir la expresion génica en una
célula diana. (Véase, por ejemplo, la patente de EE UU No. 6.506.559). Por ejemplo, un programa de ordenador
para disefiar ARNip esté disponible del sitio web a Ambion (http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html).

El programa de ordenador selecciona secuencias de nucleétidos para la sintesis de ARNip basado en el siguiente
protocolo.

Seleccién de sitios diana de ARNip

1. Empezando con el coddn de iniciacion AUG del transcrito, rastrear en direccién 3’ para secuencias de
dinucledtidos AA. Registrar la aparicion de cada AA y los 19 nucleétidos adyacentes en 3' como potenciales
sitios diana del ARNip. Tuschl y col. recomiendan en contra de disefiar ARNip en las regiones 5 y 3’ no
traducidas (UTR) y regiones cerca del codon de iniciacién (en 75 bases) ya que pueden ser mas ricas en sitios
de unién de proteinas reguladoras. Las proteinas de uniéon a las UTR y/o complejos de iniciacién de la
traduccion pueden interferir con la unién del complejo ARNip endonucleasa.

2.  Comparar los potenciales sitios diana con la base de datos genémica apropiada (humana, de ratén, rata, etc.)
y eliminar de consideracion cualquier secuencia diana con homologia significativa a otras secuencias
codificantes. Se sugiere usar BLAST, que se puede encontrar en el servidor del NCBI en:
www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/

3.  Seleccionar secuencias dianas cualificadas para sintesis. Es tipico seleccionar varias secuencias diana en la
longitud del gen para evaluar.

También se incluyen en la invencidén polinucleétidos aislados que incluyen las secuencias de &cido nucleico de
secuencias diana, por ejemplo, los nucleétidos 451-471 (SEQ ID NO: 58), 532-552 (SEQ ID NO: 60), 623-643 (SEQ
ID NO: 61), 625-645 (SEQ ID NO: 62), 636-656 (SEQ ID NO: 63), 726-746 (SEQ ID NO: 64), 923-943 (SEQ ID NO:
66), 1065-1085 (SEQ ID NO: 68) y 1258-1278 (SEQ ID NO: 69) de SEQ ID NO: 1 o un polinucledtido que es
complementario a la secuencia de acido nucleico de los nucleétidos 451-471, 532-552, 623-643, 625-645, 636-656,
726-746, 923-943, 1065-1085 y 1258-1278 de SEQ ID NO: 1. Como se usa aqui, un “acido nucleico aislado” es un
acido nucleico extraido de su entorno original (por ejemplo, el medio ambiente natural si se da de forma natural) y
por tanto, alterado de forma sintética de su estado natural. En la presente invencién, &cido nucleico aislado incluye
ADN, ARN y derivados de los mismos. Cuando el acido nucleico aislado es ARN o derivados del mismo, la base “t”
se debe sustituir con “u” en las secuencias de nucleétidos. Como se usa aqui, el término “complementario” se refiere
a apareamiento de bases de Watson-Crick o Hoogsteen entre unidades de nucleétidos de un polinucleétido, y el
término “unién” significa la interaccion fisica o quimica entre dos polipéptidos o compuestos o polipéptidos o
compuestos asociados o combinaciones de los mismos. Las secuencias de acido nucleico complementarias hibridan
en condiciones apropiadas para formar duplex estables que contienen pocos o ningin mal emparejamiento.
Ademas, la hebra sentido y la hebra antisentido del nucleétido aislado de la presente invencion, pueden formar un
nucledtido bicatenario o estructura de horquilla con bucle por la hibridacion. En una forma de realizacion preferida,
tales duplex contienen no méas de 1 mal emparejamiento por cada 10 emparejamientos. En una forma de realizacién
especialmente preferida, donde las hebras del duplex son totalmente complementarias, tales duplex no contienen
malos emparejamientos. El polinucleétido tiene menos de 1622 nucleétidos de longitud. Por ejemplo, el
polinucledtido tiene menos de 500, 200 o 75 nucledtidos de longitud. También se incluye en la invencion un vector
gue contiene uno o mas de los &cidos nucleicos descritos aqui, y una célula que contiene los vectores. Los acidos
nucleicos aislados de la presente invencién son utiles para ARNip contra ZNFN3A1 o ADN que codifica el ARNip.
Cuando se usan los acidos nucleicos para ARNip o ADN codificante del mismo, la hebra sentido es preferiblemente
mas larga de 19 nucledtidos y mas preferiblemente mas larga de 21 nucleétidos.

3
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La invencidn se basa en parte en el descubrimiento de que el gen que codifica una proteina con dedos de zinc,
ZNFN3AL se sobreexpresa en carcinoma hepatocelular (CHC) comparado con tejido hepatico no canceroso. El
ADNCc de ZNFN3A tiene 1622 nucledtidos de longitud. La ORF de 1284 codifica una proteina de 428 aminoéacidos
con un motivo de dedos de zinc. Las secuencias de acido nucleico y polipéptido de ZNFN3A1 se muestran en las
tablas 1 y 2. En la tabla 1, la region sin traducir 5’ y 3' se muestra en cursiva, los codones de inicio y terminacién
estan en negrita. La localizacion subcelular de la proteina ZNFN3AL se altera durante la progresion del ciclo celular
y por la densidad de células cultivadas. La proteina ZNFN3A1 se acumula en el nucleo cuando las células estan en
fase S de media a tardia o cultivadas en condiciones dispersas. Mientras que, la proteina ZNFN3A1 se localiza en el
citoplasma asi como en el nucleo cuando las células estan en otras fases del ciclo celular o han crecido en una
condicion densa. ZNFN3AL forma un complejo ternario con la proteina KIAA0054 y la ARN polimerasa Il in vivo, que
activa la transcripcion de genes posteriores incluyendo receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
mediante unién directa del complejo con un elemento de “5’-CCCTCC-3" en la region flanqueante 5'.

Tabla 1 Secuencia de &cido nucleico de ZNFN3A1 (SEQ ID NO: 1)

gtgcgegeag ggcegeaggeyg cgcgggtecce ggcageccgt gagacgececy ctgcetggacd 60

cgggtagececg tetgaggtge cggagectgeg ggagyg atg gag ccg ctg aag gtg 113
gaa aag ttc geca acc gocc aac agg gga aac ggg ctg cge gcec gtg ace 161
ccg ctg cgc ccc gga gag cta ctec ttec cge teg gat cecc ttg geg tac 209
acg gtg tgc aag ggg agt cgt ggc gte gte tge gac cge tge ctt cte 257
ggg aag gaa aag ctg.atg cga tgc tet cag tge cge gtc gec aaa tac 305
tgt agt gct aag tgt cag aaa aaa gct tgg cca gac cac aag cgg gaa 353
tgc aaa tgc ctt aaa agc tge aaa cece aga tat cct cea gac tec gtt 401
cga ctt ctt ggc aga gtt gtc ttc aaa ctt atg gat gga gca cct tceca 449
gaa tca gag aag ctt tac tca ttt tat gat ctg gag tca aat att aac 497
aaa ctg act gaa gat aag aaa gag ggc ctc agg caa ctc gta atg aca 545
ttt caa cat ttc atg aga gaa gaa ata cag gat gcec tect cag ctg cca 593
cct gee tit gac ctt ttt gaa gec ttt gea aaa gtg ate tge aac tet 641
ttc acc atc tgt aat gecg gag atg cag gaa gtt ggt gtt gge cta tat 689
cce agt ate tet ttg cte aat cac age tgt gac ccc aac tgt tcg att 737
agtg ttc aat ggg cce cac ctc tta ctg cga geca gtc cga gac atc gag 785
gtg gga gag gag ctc acc atc tge tac ctg gat atg ctg atg ace agt 833
gag gadg cgc cgg aag cag ctg agg gac cag tac tge ttt gaa tgt gac 881
tgt ttc ecgt tge caa acc cag gac aag gat gct gat atg cta act ggt 929
gat gag caa gta tgg aag gaa gtt caa gaa tec ctg aaa aaa att gaa 877
gaa ctg aag gca cac tgg aag tgg gag cag gtt ctg gcc atg tgc cag 1025
gcg atc ata age age aat tet gaa cgg ctt cce gat atc aac ate tac 1073
cag ctg aag gtg ctc gac tgc gcc atg gat gec tgc atc aac cte gge 1121
ctg ttg gag gaa gcc ttg ttc tat ggt act cgg acc atg gag ceca tac 1169
agg att ttt tte cca gga age cat cce gtec aga gag gtt caa gtg atg 1217
aaa gtt ggc aaa ctg cag cta cat caa ggc atg ttt ccc caa gca atg 1265
aag aat ctg aga ctg gect ttt gat att atg aga gtg aca cat ggc aga 1313
gaa cac agc ctg att gaa gat ttg att cta ctt tta gaa gaa tgc gac 1361
gce aac ate aga gca tce taa gggaacgeag tcagagggaa atacggogtg 1412

tgtctttgtt gaatgectta ttogaggtcac acactctatg ctttgttage tgtotgaace 1472
tetcttatty gaaattectgt tcegtogttiog tgtaggtaaa tazaggcaga catggttige 1532
azaccacaag aatcattagt totagagaag cacgattata ataaattcaa aacatttggt 1592
tgaggatgee aaaaaaadaaa a2zaaaaaaaa 1622
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Tabla 2 Secuencia polipeptidica de ZNFN3A1 (SEQ ID NO: 2)

Met

Gly

Ser

Cys

Cys

65

Pro

Tyr

Met

Leu

Arg

145

Asp

Lys

val

Asp

Ala
225

Glu

Leu

Asp

Asp

50

Arg

Asp

Pro

Asp

Glu

130

Gln

Ala

Val

Gly

Pro

210

val

Pro

Arg

Pro

35

Arg

Val

His

Pro

Gly

115

Ser

Leu

Ser

Ile

vVal

195

Asn

Arg

Leu Lys Val Glu Lys Phe Ala Thr Ala Asn Arg Gly Asn
5 10 15

Ala Val Thr Pro Leu Arg Pro Gly Glu Leu Leu Phe Arg
20 25 30

Leu Ala Tyr Thr Val Cys Lys Gly Ser Arg Gly Val Val
40 45

Cys Leu Leu Gly Lys Glu Lys Leu Met Arg Cys Ser Gln
55 60

Ala Lys Tyr Cys Ser Ala Lys Cys Gln Lys Lys Ala Trp
70 75 80

Lys Arg Glu Cys Lys Cys Leu Lys Ser Cys Lys Pro Arg
85 90 95

Asp Ser Val Arg Leu Leu Gly Arg Val Val Phe Lys Leu
100 105 110

Ala Pro Ser Glu Ser Glu Lys Leu Tyr Ser Phe Tyr Asp
120 125

Asn Ile Asn Lys Leu Thr Glu Asp Lys Lys Glu Gly Leu
135 140

Val Met Thr Phe Gln His Phe Met Arg Glu Glu Ile Gln
150 155 160

Gln Leu Pro Pro Ala Phe Asp Leu Phe Glu Ala Phe Ala
165 170 175

Cys Asn Ser Phe Thr Ile Cys Asn Ala Glu Met Gln Glu
180 185 190

Gly Leu Tyr Pro Ser Ile Ser Leu Leu Asn His Ser Cys
200 205

Cys Ser Ile Val Phe Asn Gly Pro His Leu Leu Leu Arg
215 220

Asp Ile Glu Val Gly Glu Glu Leu Thr Ile Cys Tyr Leu
230 235 240
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Asp Met Leu Met Thr Ser Glu Glu Arg Arg Lys Gln Leu Arg Asp Gln
245 250 255

Tyr Cys Phe Glu Cys Asp Cys Phe Arg Cys Gln Thr Gln Asp Lys Asp
260 265 270

Ala Asp Met Leu Thr Gly Asp Glu Gln Val Trp Lys Glu Val Gln Glu
275 280 285

Ser Leu Lys Lys Ile Glu Glu Leu Lys Ala His Trp Lys Trp Glu Gln
290 295 300

Val Leu Ala Met Cys Gln Ala Ile Ile Ser Ser Asn Ser Glu Arg Leu
305 310 315 320

Pro Asp Ile Asn Ile Tyr Gln Leu Lys Val Leu Asp Cys Ala Met Asp
325 330 335

Ala Cys Ile Asn Leu Gly Leu Leu Glu Glu Ala Leu Phe Tyr Gly Thr
340 345 350

Arg Thr Met Glu Pro Tyr Arg Ile Phe Phe Pro Gly Ser His Pro Val
355 360 365

Arg Gly Val Gln Val Met Lys Val Gly Lys Leu Gln Leu His Gln Gly
370 375 380

Met Phe Pro Gln Ala Met Lys Asn Leu Arg Leu Ala Phe Asp Ile Met
385 390 395 400

Arg Val Thr His Gly Arg Glu His Ser Leu Ile Glu Asp Leu Ile Leu
405 410 415

Leu Leu Glu Glu Cys Asp Ala Asn Ile Arg Ala Ser
420 425

La expresion exdégena de ZNFN3AL en células NIH3T3 produjo crecimiento celular aumentado. Por el contrario, la
supresion de su expresion con S-oligonucledétidos antisentido produjo una inhibiciéon de crecimiento de células de
hepatoma.

Métodos de inhibicién del crecimiento celular

La presente invencion se refiere a la inhibicion del crecimiento celular, por ejemplo, crecimiento de células
cancerosas inhibiendo la expresién de ZNFN3ALl. La expresion de ZNFN3A1l se inhibe por ARN interferente
pequefio (ARNip) que se dirige especificamente al gen ZNFN3AL1. Una diana de ZNFN3AL incluye, por ejemplo, los
nucledtidos 451-471, 532-552, 623-643, 625-645, 636-656, 726-746, 923-943, 1065-1085 y 1258-1278 de SEQ ID
NO: 1.

En células de no mamifero, se ha mostrado que el ARN bicatenario (ARNbc) ejerce un efecto de silenciamiento
fuerte y especifico sobre la expresién génica, que se denomina interferencia de ARN (ARNi) (3). EI ARNbc se
procesa a ARNbc de 20-23 nuclettidos denominado ARN interferente pequefio (ARNip) por una enzima que
contiene un motivo RNasa Ill. El ARNip se dirige especificamente al ARNm complementario con un complejo
nucleasa multicomponente (4, 5). En células de mamifero, se ha mostrado que ARNip compuesto de ARNbc de 20-
0 21-meros con 19 nucledtidos complementarios y dimeros 3’ terminales no complementarios de timidina o uridina
tienen un efecto especifico de disminucion de un gen sin inducir cambios globales en la expresion génica (6).
Ademas, plasmidos que contienen promotor de ARN nuclear pequefio (ARNnp) U6 o ARN polimerasa Il H1
producen de forma eficaz tal reclutamiento de ARN pequefio de clase de tipo Il de ARN polimerasa Ill y por tanto
pueden suprimir de forma constitutiva su ARNm diana (7,8).

Se construyeron 13 plasmidos de expresion diferentes para expresar ARNip-ZNFN3A1 horquilla con bucle (véase el
ejemplo 2). Se probd la capacidad de los plasmidos de inhibir el crecimiento celular. Cuatro plasmidos (psiU6BX-
ZNFN3A1-4, -8, -12 y -13) suprimieron de forma marcada y cinco plasmidos (psiU6BX-ZNFN3A1-2, -5, -6, -7 y -10)
de forma moderada la expresién de ZNFN3AL1 enddégena, mientras que los restantes cuatro plasmidos (psiU6BX-

6
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ZNFN3A1l-1, -3, -9 y -11) mostraron poco 0 ningln efecto sobre la expresion (figura 1). Varias células de cancer
colorrectal y de hepatoma humanos transfectadas con psiU6BX-siZNFN3A1-12, mostraron un ndmero reducido de
células supervivientes comparado con plasmidos control. El andlisis por FACS reveld que su muerte era debida a
apoptosis.

El crecimiento de células se inhibe al poner en contacto una célula con una composiciéon que contiene un ARNip de
ZNFN3AL. La célula se pone en contacto ademas con un agente de transfeccion. En la técnica se conocen agentes
de transfeccion adecuados. Mediante inhibicién del crecimiento celular se quiere decir que la célula prolifera a una
velocidad menor o tiene viabilidad disminuida comparada con una célula no expuesta a la composicion. El
crecimiento celular se mide por métodos conocidos en la técnica, tal como el ensayo de proliferacion celular con
MTT.

El ARNip-ZNFN3AL se dirige a una Unica secuencia diana del gen ZNFN3A1l. De forma alternativa, el ARNip se
dirige a multiples secuencias diana del gen ZNFN3A1l. Por ejemplo, la composicion contiene ARNip-ZNFN3A1
dirigido a dos, tres, cuatro o cinco o mas secuencias diana de ZNFN3A1. Mediante secuencia diana de ZNFN3A1 se
quiere decir una secuencia de nucleétidos que es idéntica a una parte del gen ZNFN3AL. La secuencia diana puede
incluir la regién 5’ sin traducir (UT), el marco abierto de lectura (ORF) o la regién 3’ sin traducir del gen ZNFN3A1
humano. De forma alternativa, el ARNip es una secuencia de &cido nucleico complementaria a un modulador
anterior o posterior de la expresion del gen ZNFN3AL. Ejemplos de modulares anteriores o posteriores incluyen, un
factor de transcripcion que se une a promotor del gen ZNFN3AL, una quinasa o fosfatasa que interacciona con el
polipéptido ZNFN3A1, un promotor o potenciador de ZNFN3A1.

El ARNip-ZNFN3A1 que hibrida con el ARNm diana disminuye o inhibe la produccion del producto polipeptidico
ZNFN3Al1l codificado por el gen ZNFN3Al mediante asociacion con el transcrito de ARNm normalmente
monocatenario, interfiriendo asi con la traduccion y por tanto, la expresion de la proteina. El ARNip tiene menos de
500, 200, 100, 50 o 25 nucledtidos de longitud. Preferiblemente, el ARNip tiene de 19-25 nucleétidos de longitud.
Secuencias de acidos nucleico de ejemplo para la produccion de ARNip-ZNFN3AL incluyen las secuencias de
nucledtidos 451-471 (SEQ ID NO: 58), 532-552 (SEQ ID NO: 60), 623-643 (SEQ ID NO: 61), 625-645 (SEQ ID NO:
62), 636-656 (SEQ ID NO: 63), 726-746 (SEQ ID NO: 64), 923-943 (SEQ ID NO: 66), 1065-1085 (SEQ ID NO: 68) 0
1258-1278 (SEQ ID NO: 69) de SEQ ID NO: 1 como secuencia diana. Ademas, para aumentar la actividad de
inhibicion del ARNip, se puede afadir el nucleétido “u” al extremo 3’ de la hebra antisentido de la secuencia diana. El
ndmero de “u’es que se van a afiadir es de al menos 2, en general de 2 a 10, preferiblemente de 2 a 5. Las “u’es
afnadidas forman una hebra individual en el extremo 3’ de la hebra antisentido del ARNip.

La célula es cualquier célula que expresa o sobreexpresa ZNFN3AL. La célula es una célula hepatica o una célula
epitelial tal como una célula de colon. De forma alternativa, la célula es una célula tumoral tal como un carcinoma,
adenocarcinoma, blastoma, leucemia, mieloma o sarcoma. La célula es una célula de carcinoma hepatocelular o de
adenocarcinoma colorrectal.

Un ARNip-ZNFN3ALl se introduce directamente en las células en una forma que es capaz de unirse a los
transcriptos de ARNm. De forma alternativa, el ADN que codifica el ARNip-ZNFN3A1 esta en un vector.

Los vectores se producen, por ejemplo, clonando una secuencia diana de ZNFN3A1 en un vector de expresion
operativamente unido a secuencias reguladoras que flanquean la secuencia ZNFN3A1 de una manera que permita
la expresion (por transcripcion de la molécula de ADN) de ambas hebras (Lee, N.S., Dohjima, T., Bauer, G., Li, H.,
Li, M.-J., Ehsani, A., Salvaterra, P. y Rossi, J. (2002) Expression of small interfering RNAs targeted against HV-1 rev
transcripts in human cells. Nature Biotechnology 20: 500-505). Una molécula de ARN que es antisentido al ARNm de
ZNFN3AL1 se transcribe por un primer promotor (por ejemplo, una secuencia promotora en 3' del ADN clonado) y una
molécula de ARN que es la hebra sentido para el ARNm de ZNFN3AL se transcribe por un segundo promotor (por
ejemplo, una secuencia promotora en 5’ del ADN clonado). Las hebras sentido y antisentido hibridan in vivo para
generar construcciones ARNip para silenciar el gen ZNFN3A1. De forma alternativa, se utilizan dos construcciones
para crear las hebras sentido y antisentido de una construccién ARNip. El ZNFN3AL1 clonado puede codificar una
construcciéon que tenga estructura secundaria, por ejemplo, horquillas, en donde un Unico transcrito tiene las
secuencias tanto sentido como antisentido complementaria del gen diana.

Se puede localizar una secuencia bucle que consista en una secuencia arbitraria de nucleétidos entre la secuencia
sentido y antisentido para formar la estructura de horquilla con bucle. De esta manera, la presente invencion también
proporciona un ARNip que tiene la férmula general 5'-[A]-[B]-[A]-3’, en donde [A] es una secuencia de
ribonucleétidos que corresponde a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en nucle6tidos 451-471 (SEQ
ID NO: 58), 532-552 (SEQ ID NO: 60), 623-643 (SEQ ID NO: 61), 625-645 (SEQ ID NO: 62), 636-656 (SEQ ID NO:
63), 726-746 (SEQ ID NO: 64), 923-943 (SEQ ID NO: 66), 1065-1085 (SEQ ID NO: 68) 0 1258-1278 (SEQ ID NO:
69) de SEQ ID NO: 1,

[B] es una secuencia de ribonucledtidos que consiste en 3 a 23 nucledtidos, y

[A"] es una secuencia de ribonucleétidos que consiste en la secuencia complementaria a [A].
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La region [A] hibrida con [A'] y entonces se forma un bucle que consiste en la region [B]. La secuencia bucle puede
tener preferiblemente de 3 a 23 nucledtidos de longitud. La secuencia bucle, por ejemplo, se puede seleccionar del
grupo que consiste en las siguientes secuencias (http://www.ambion.com/techlib/tb/tb_506.html). Ademas, una
secuencia bucle que consiste en 23 nuclettidos también proporciona ARNip activo (Jacque, J.-M., Triques, K. y
Stevenson, M. (2002) Modulation of HIV-1 replication by RNA interference. Nature 418: 435-438).

AUG: Sui, G., Soohoo, C., Affar, E.B., Gay, F., Shi, Y., Forrester, W.C. y Shi, Y. (2002) A DNA vector-based RNAi
technology to suppress gene expression in mammalian cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99(8): 5515-5520.

CCC, CCACC o CCACACC: Paul, C.P., Good, P.D., Winer, I. y Engelke, D.R. (2002) Effective expression of small
interfering RNA in human cells. Nature Biotechnology 20: 505-508.

UUCG: Lee, N.S., Dohjima, T., Bauer, G., Li, H., Li, M.-J., Ehsani, A., Salvaterra, P. y Rossi, J. (2002) Expression of
small interfering RNAs targeted against HIV-1 rev transcripts in human cells. Nature Biotechnology 20: 500-505.

CTCGAG o AAGCUU: Editores de Nature Cell Biology (2003) Whither RNAi? Nat Cell Biol. 5:489-490.

UUCAAGAGA: Yu, J.-Y., DeRuiter, S.L. y Turner, D.L. (2002) RNA interference by expression of short-interfering
RNAs and hairpin RNAs in mammalian cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99(9): 6047-6052.

Por ejemplo, a continuacion se muestran los ARNip preferibles que tienen estructura de horquilla con bucle de la
presente invencion. En la siguiente estructura, la secuencia bucle se puede seleccionar del grupo que consiste en
AUG, CCC, UUCG, CCACC, CTCGAG, AAGCUU, CCACACC y UUCAAGAGA. La secuencia bucle preferida es
UUCAAGAGA (“ttcaagaga” en ADN).

aaucagagaagcuuuacucau-[B]-augaguaaagcuucucugauu (para la secuencia diana de SEQ ID NO:58)
aacucguaaugacauuucaac-[B]-guugaaaugucauuacgaguu (para la secuencia diana de SEQ ID NO: 60)
aaaagugaucugcaacucuuu-[B]-aaagaguugcagaucacuuuu (para la secuencia diana de SEQ ID NO: 61)
aagugaucugcaacucuuuca-[B]-ugaaagaguugcagaucacuu (para la secuencia diana de SEQ ID NO: 62)
aacucuuucaccaucuguaau-[B]-auuacagauggugaaagaguu (para la secuencia diana de SEQ ID NO: 63
aacuguucgauuguguucaau-[B]-auugaacacaaucgaacaguu (para la secuencia diana de SEQ ID NO: 64)
aacuggugaugagcaaguaug-[B]-cauacuugcucaucaccaguu (para la secuencia diana de SEQ ID NO: 66)
aacaucuaccagcugaaggug-[B]-caccuucagcugguagauguu (para la secuencia diana de SEQ ID NO: 68)
aagcaaugaagaaucugagac-[B]-gucucagauucuucauugcuu (para la secuencia diana de SEQ ID NO: 69).

Las secuencias reguladoras que flanquean la secuencia ZNFN3A1 son idénticas o son diferentes, de modo que su
expresion se puede modular de forma independiente, o de una forma temporal o espacial. Los ARNip se transcriben
intracelularmente clonando moldes del gen ZNFN3AL1 en un vector que contiene, por ejemplo, una unidad de
transcripcion de ARN pol Il de ARN nuclear pequefio (ARNnp) U6 o el promotor de ARN H1 humano. Para introducir
el vector en la célula, se puede usar un agente potenciador de la transfeccion. FUGENE (Rochediagnostices),
Lipofectamin 2000 (Invitrogen), Oligofectamin (Invitrogen) y Nucleofactor (Wako pure Chemical) son utiles como
agente potenciador de la transfeccion.

Se probd la capacidad in vitro de oligonucle6tidos y oligonucledtidos complementarios a varias partes del ARNm de
ZNFN3A1 de disminuir la produccion de ZNFN3AL en células tumorales (por ejemplo, usando la linea celular de
carcinoma hepatocelular (CHC) Alexander y HepG2 y la linea de células de cancer colorrectal HCT116 y SW948)
segun métodos estandar. Se detecta una reduccion en el producto del gen ZNFN3A1 en células puestas en contacto
con la composicion de ARNip candidato comparado con células cultivadas en ausencia de la composicion candidata
usando anticuerpos especificos para ZNFN3AL u otras estrategias de deteccion. Se prueban luego los efectos
inhibidores de las secuencias que disminuyen la produccion de ZNFN3A1 en ensayos in vitro con células o sin
células sobre el crecimiento celular. Las secuencias que inhiben el crecimiento celular en un ensayo in vivo con
células se prueban en ratas o ratones in vivo para confirmar la produccion disminuida de ZNFN3A1 y crecimiento
tumoral disminuido en animales con neoplasias malignas.

Métodos de tratar tumores malignos

Se tratan pacientes con tumores caracterizados como que sobreexpresan ZNFN3A1 mediante administracion de
ARNIp-ZNFN3A1l. Se usa terapia de ARNip para inhibir la expresion de ZNFN3A1 en pacientes que padecen o
tienen riesgo de desarrollar, por ejemplo, carcinomas hepatocelulares o céancer colorrectal. Tales pacientes se
identifican por métodos estandar del tipo particular de tumor. El carcinoma hepatocelular se diagnostica por ejemplo,
por agrandamiento del higado, tomografia, ultrasonido o biopsia. El cancer colorrectal se diagnostica, por ejemplo,
por sangre en las heces, colonoscopia, sigmoidoscopia flexible, ensayo CEA, escaner TAC con enema de bario de
doble contraste, tomografia o biopsia.

El tratamiento es eficaz si el tratamiento produce beneficio clinico tal como, una reduccion en la expresion de
ZNFN3AL1 o una disminucién en el tamafio, prevalencia o potencial metastasico del tumor en el sujeto. Cuando el

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2363 500 T3

tratamiento se aplica de forma profilactica, “eficaz” significa que el tratamiento retrasa o previene que se formen
tumores o previene o alivia un sintoma de sintoma clinico del tumor. La eficacia se determina junto con cualquier
método conocido para diagnosticar o tratar el tipo de tumor particular.

La terapia de ARNip se lleva a cabo administrando a un paciente un ARNip mediante vectores estandar y/o sistemas
de distribucién de genes. Los sistemas de distribucion de genes adecuados pueden incluir liposomas, sistemas de
distribucién mediados por receptor o vectores viricos tales como virus del herpes, retrovirus, adenovirus y virus
adenoasocidos, entre otros. Una reduccién en la produccion de ZNFN3A1 produce una disminucion en la formacion
de complejos de ZNFN3A1 con la proteina KIAAOO54 y ARN polimerasa Il o una disminucién en la expresién de la
proteina ZNFN3AL. Una composicion terapéutica de acido nucleico se formula en un soporte farmacéuticamente
aceptable. La composicion terapéutica también puede incluir un sistema de distribucién de genes como se ha
descrito anteriormente. Los soportes farmacéuticamente aceptables son vehiculos biolégicamente compatibles que
son adecuados para la administracion a un animal, por ejemplo, solucién salina fisiolégica. Una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto es una cantidad que es capaz de producir un resultado médicamente
deseable tal como produccién reducida de un producto del gen ZNFN3A1, reduccién del crecimiento celular, por
ejemplo, proliferacion, o una reduccién en crecimiento tumoral en un animal tratado.

Se puede usar administracion parenteral, tal como las vias de administracién intravenosa, subcutanea, intramuscular
e intraperitoneal, para administrar composiciones de ARNip-ZNFN3AL. Para el tratamiento de tumores hepaticos, la
infusién directa en la vena porta es Uutil.

La dosis para cualquier paciente depende de muchos factores, incluyendo el tamafio del paciente, area de superficie
corporal, edad, el acido nucleico particular que se va a administrar, sexo, tiempo y via de administracién, estado
general de salud y otros farmacos que se administran al mismo tiempo. La dosis para la administracién intravenosa
de acidos nucleicos es desde aproximadamente 10° hasta 10°* copias del polinucleétido.

Los polinucledtidos se administran por métodos estandar, tal como por inyeccién en el espacio intersticial de tejidos
tales como musculos o piel, introduccién en la circulacién o en cavidades corporales o por inhalacion o insuflacion.
Los polinucleétidos se inyectan o administran de otra manera al animal con un soporte liquido farmacéuticamente
aceptable, por ejemplo, un soporte liquido, que es acuoso o parcialmente acuoso. Los polinucleétidos se asocian
con un liposoma (por ejemplo, un liposoma catidnico o aniénico). El polinucleétido incluye informacion genética
necesaria para la expresion por una célula diana, tal como un promotor.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el mismo
significado que el que entiende normalmente un experto en la materia a la que pertenece esta invencion. Aunque se
pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos aqui en la practica o prueba de la
presente invencion, a continuacion se describen métodos y materiales adecuados. En caso de conflicto, la presente
especificacion, incluyendo definiciones, controlard. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son ilustrativos solo
y no pretenden ser limitantes.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 es una fotografia de una inmunotransferencia que muestra el efecto de los ARNip de ZNFN3AL1 en la
expresion de ZNFN3AL exégena en células COS-7.

La figura 2 es una fotografia de una inmunotransferencia que muestra la expresion de la proteina ZNFN3A1 en
lineas de células de hepatoma y cancer de colon.

La figura 3 es una fotografia de una inmunotransferencia que muestra el efecto de los ARNip de ZNFN3A1 en la
expresion de ZNFN3A1 enddgena en células SNU475 transfectadas con los plasmidos psiU6BX-ZNFN3A1-1, -4, -12
0 psiU6BX-vacio.

Las figuras 4A-B son diagramas de barras que muestran el efecto de los ARNip de ZNFN3AL1 sobre el crecimiento
celular en células SNU475. Se midi6 la viabilidad de las células transfectadas mediante ensayo con MTT, 6 (panel A)
y 9 (panel B) dias después de la transfeccion.

La figura 5 son diagramas de barras que muestran el efecto supresor del crecimiento de los ARNip de ZNFN3A1 en
varias células de hepatoma y cancer de colon humanos. Se midi6 la viabilidad de las células transfectadas mediante
ensayo con MTT, 9y 12 dias después de la transfeccion.

La figura 6 es una ilustracién que muestra la muerte celular en respuesta los ARNip de ZNFN3Al en células
SNUA475 detectada por analisis de FACS.
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Mejor manera de llevar a cabo la invencion

La invencion se describird adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el &mbito de la invencién
descrita en las reivindicaciones.

[Ejemplo 1] Métodos generales

Lineas celulares y muestras de tejidos

Se obtuvieron las lineas de células de hepatoma humano Alexander y HepG2, las lineas de cancer de colon humano
HCT116 y SW948 y la linea de fibroblastos de mono COS7 de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC). La
linea de células de hepatoma humano Huh7 se obtuvo de la Coleccién Japonesa de Biorrecursos de Investigacion
(JCRB). Las lineas celulares de hepatoma humano SNU398, SNU423, SNU449 y SNU475 se obtuvieron del banco
de lineas celulares de Corea. Todas estas células estan publicamente disponibles.

Todas la lineas celulares se hicieron crecer en monocapas en medios apropiados: medio de Eagle modificado por
Dulbecco para Alexander, Huh7, HepG2 y COS7; de McCoy 5A para HCT116; de Leibovitz L-15 para SW948;
RPMI1640 para SNU398, SNU423, SNU449 y SNU475 suplementados con suero bovino fetal al 10% y solucién de
antibidticos/antimicéticos al 1% (Sigma). Todas las células se mantuvieron a 37°C en aire humedo con CO; al 5%
(Alexander, Huh7, HepG2, SNU398, SNU423, SNU449, SNU475, HCT116 y COS7) o sin CO; (SW948).

Clonacion de ZNFN3A1

La clonacion de ZNFN3A1 se hizo mediante PCR usando KOD-plus (TOYOBO). Para la expresion en E. coli, la
region codificante de ZNFN3A1l se cloné en el sitio EcoRI-Kpnl de pET2la. Para la expresion en células de
mamifero, la regién codificante de ZNFN3AL se cloné en el sitio EcoRI-Kpnl de pcDNA3.1 (+) y (-) (Invitrogen), sitio
EcoRI-Kpnl de pFLAG vy sitio EcoRI-Kpnl de pEGFP (Clontech). La region codificante de KIAA0054 se cloné en el
sitio EcoRI-Xhol de pCMV-HA (Clontech).

Produccién de anticuerpo policlonal contra ZNFN3A1

Se generd un anticuerpo policlonal de conejo anti-ZNFN3A1. Se amplificé la secuencia codificante completa de
ZNFN3A1 mediante reaccion de PCR usando ADNc de testiculo como molde y se clon6 en pET21 a (Novagen). El
vector clonado se transfectd en células competentes BL21-CodonPlus® (Stratagene). La proteina recombinante
ZNFN3AL1 se indujo por IPTG 1,0 mM a 30°C durante 6 horas. Se purifico la proteina de fusion His-ZNFN3A1 usando
la resina Pro Bond™ (Invitrogen). Los conejos se inmunizaron diez veces con His-ZNFN3AL. La inmunotransferencia
con este anticuerpo policlonal mostré una Unica banda de 50 kD de ZNFN3AL etiquetada con FLAG, que era un
patrén idéntico al detectado usando anticuerpo monoclonal anti-FLAG (Sigma) (datos no mostrados).

Preparacién de ARN y RT-PCR

Se extrajo ARN total con reactivo Trizol (Life technologies) segun el protocolo del fabricante. Se sometieron alicuotas
de 10 microgramos de ARN total a transcripcion inversa para ADNc monocatenario usando el cebador poli dTi2.18
(Amersham Biosciences) con la transcriptasa inversa Superscript Il (Life Technologies). Cada ADNc monocatenario
se diluyd para la posterior amplificacion por PCR. La RT-PCR estandar se llevé a cabo en un volumen de 20 pl de
tampon de PCR (TAKARA) y se amplificé durante 4 minutos a 94°C para desnaturalizacion, seguido por 20 (para
GADPH) o 30 (para ZNFN3A1) ciclos de 94°C durante 30 segundos, 56°C durante 30 segundos, 72°C durante 30
segundos, en el sistema de PCR Gene Amp 9700 (Perkin-Elmer). Las secuencias de los cebadores fueron como
sigue,
para GADPH

directo 5-ACAACAGCCTCAAGATCATCAG-3' (SEQ ID NO: 29) e

inverso 5-GGTCCACCACTGACACGTTG-3' (SEQ ID NO: 30),
para ZNFN3A1

directo 5-TTCCCGATATCAACATCTACCAG-3' (SEQ ID NO: 31) e

inverso 5-AGTGTGTGACCTCAATAAGGCAT-3' (SEQ ID NO: 32).

Construccién del plasmido psiU6BX6

El fragmento de ADN que codifica el ARNip se insert6 en el hueco en el nucleétido 485-490 como indica (-) en la
siguiente secuencia de plasmido (SEQ ID NO: 33).
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GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGGAT
CCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTIGCTGGAATTCGGCTTGGGGATCAGCGTTTGAGTAAGA
GCCCGCGTCTGAACCCTCCGCGCCGCCCCGGCCCCAGTGGAAAGACGCGCAGGCAAAACG
CACCACGTGACGGAGCGTGACCGCGCGCCGAGCGCGCGCCAAGGTCGGGCAGGAAGAGGG
CCTATTTCCCATGATTICCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAAT
TAGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGARAAGTA
ATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGT ITTAAAATGGACTATCATATGCT
TACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCT TTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAA
CACC~—=—=~ TTTTTACATCAGGTTGTTTTTCIGTTEGGTTTITTETTTACACCACGTTT
ATACGCCGGTGCACGGTTTACCACTGAAAACACCTTICATCTACAGGTGATATCTTTTAA
CACAAATAAAATGTAGTAGTCCTAGGAGACGGAATAGAAGGAGGTGGGGCCTARAGCCGA
ATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGG
GCTICTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGG
TTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCT
TCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCECCEGCTTECCCCGTCARCCTCTAAATCGEGGGCTCC
CITTAGCETTCCCATTTAGTGCTTTACGECACCTCCACCCCARARAACTTCATTACEETC
ATCCTTCACECTACTEECCCATCECCCTEATACACCESTTTTTCCCCCTTITGACGTTICEAGCT
CCACCTTCITTAATACTGCACTCITCTTCCARACTCCAACARCACTCARCCCTATCTCEE
TCTATICTITTCGATITATAACCEATTTTCCCCATTTCECCCTATTCCTTAANARATEACC
TGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGG
AAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCARAGCATGCATCTCAATTAGTCAGC
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AACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCT
CAATTAGTCAGCARAACCATRETCCCECCCCTAACTCCECCCATCCCEGCCCCTARCTCCECC
CASTTCCECCCATTCPCCECCCCATEECTCACTARTT YT T T T TATTTATCECACAECCCER

EECCECCTCTRCCR Y EACCT AT PICACANETACTCACEARECPETRIPCaACCOCTACE

CTTTYCCARARNGCTCCOECEASCTYCTATAYCCATI Y TCEENPCTCATCARNEAEACIVEE
ATCRECATCETTICCCATERAYTCAACHRRCATCEATTCGCACCCACE Y CTCCECCCECTTE
CETCCACAGECTATTCEGECTATCACTECEGECACARCACACANTCEECTECTCTGRATECCEC
CEFCTTCCCECTETCACCECCAGEEECECCCEELTICYTTTTRICAAGACCEACCTERCCER
EECCCTEANTEARCYECAGEACENEECAGCECEECTATCATECCYCECCACCACEEECEY
TCCTTECGCAGCIGTGCTCCACGTTIETCACTCRARCCEEGRAACECACTEECCTECTATTEGE
CEANCTECCEEECCRGEATCTCCTETCATCTCRCCYTCECTCCICCCCAGARRCTAYCCAT
CATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCA
CCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGEGTCTTGTCGATCA
GGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAR
GGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAA
TATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTICTGEATICATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGC
GGACCGCTATCAGGACATAGCGTPGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGA
ATGGGCTGACCGCTTCCTICGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGAT TCGCAGCGCATCGC
CTTCTATCGCCTTICTTGACGAGTICTICTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGAC
CAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGARAGE
TTGGEGCTTCGGAATCGTTTTCCGGEACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTC
ATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACARATAR
AGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTIGTGGT
TTGICCAARACTCATCAATGTATCTIATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGC
TTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCA
CACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAA .
CTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTFCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAG
CTGCATTAATGAATCGGCCARCGCGCGGGGAGAGECGGTTTGCCTATTGGGCGCTCTTCC
GCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTECGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCT
CACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGARAGAACATG
TGAGCAARAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTITTTC
CATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACARAARATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGA
ARCCCGRCAGCACTATARRCGATACCACGCGTTTCCCCCTGERRAGCTCCCTCGTECCGCTCT
CCIGTICCEACCCTECCECTYACCCEATACCTETCCECCTITCYCCCTTCEEGARECETE
CCECTTICICATAGCTCACCCTEGTACCTATCTCACTTCEETETACRTCETTCEGCYCCARG
CTECECICTCTCECACCARCCCCCCETTCACCCCGRACCECTECECCTTATCCECTARCIAT
CEYCTICASTCCARCCCEETARGACACCACTTATCECCACTEECACCAGCCACTEETARC
AGGATTAGCAGAGCGAGEGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAAC
TRACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTC
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GGAAARAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAARCARACCACCGCTGGTAGCGGTTTTTET
CTITECARCCRECACATTACCCCCAGRANAARAGCATCTICARGARCATCCTTTGATCTTT

PR CPEACECTOACTECANCEARARCTCACCTTANGECATTETEETCATERER

PEAFCA AN M GO PRCACCTACATOC PETEARATEARANARCANCR R ERLARNECRATC

I ]

TAAACTATATAPEACTARNCTTECTCYCACASYITACCAATECETANTCACTEREECACCT
NPCYCRCCEAP W EC P PICETECATCCATACPTECCTEACTOCCCATTETETACATA
ACTACGATACCECACEECTYACCATCTECCCCCACTECTECARTCATACCECEAGRCCCA
CECTCACCEECTCCACATTIATCACCAATARRCCACCCRAGCCEEAREEECCCAECECACR
BETEETCCTIGCARCTTITATCCECCTCCARCCASTCTATIANN TETIECCEEEARCCTAGR
CTARGTACTTCECCACTTRATAGTIECCECAACCTTSTTCCCATTCCTACREGECATCETE
GPEICACCCLCETCET PICCTATEECTTCATTCAGCTCCECTTCCCARCCATCRREECER
GTTACATGATCCCCCATGT TGTGCAAAAAAGCGETTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTT
GTCAGAACTAAGTTGGCCGCAGTGT TATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCT
CTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTT TTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCARGTCA
TTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCARTACGGGATAAT
ACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGA
AAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCC
AACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGACCAAARACAGGAAGGE
CARAATGCCGCARARAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTC
CTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTT
GAATGTATTTAGARAAATAAACAAATAGCGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGRARRGTGCCA
CCTGACGTC

Se ha descrito que el gen de ARNnp U6 se transcribe por la ARN polimerasa Ill, que produce transcritos cortos con

uridinas en el extremo 3'. Se amplificé por PCR el fragmento genémico del gen ARNnp U6 que contiene la region
promotora usando un conjunto de cebadores,

5-GGGGATCAGCGTTTGAGTAA-3' (SEQ ID No: 34), y

5-TAGGCCCCACCTCCTTCTAT-3' (SEQ ID No: 35) y ADN humano de placenta como molde. El producto
se purificd y se cloné en un vector plasmido pCR usando un kit de clonacién TA segun el protocolo del suministrador
(Invitrogen). El fragmento BamHI, Xhol que contenia el gen ARNnp U6 se purificd y clon6 en el fragmento del
nucleétido 1257 a 56 del plasmido pcDNA3.1(+), que se amplificd por PCR con un conjunto de cebadores,
5-TGCGGATCCAGAGCAGATTGTACTGAGAGT-3' (SEQ ID No: 36) y

5'- CTCTATCTCGAGTGAGGCGGAAAGAACCA-3' (SEQ ID No: 37). El ADN ligado se us6 como molde de PCR con
los cebadores,

5-TTTAAGCTTGAAGACTATTTTTACATCAGGTTGTTTTTCT-3' (SEQ ID No: 38) y
5-TTTAAGCTTGAAGACACGGTGTTTCGTCCTTTCCACA-3' (SEQ ID No: 39). El producto se digirié con Hindlll,

gue posteriormente se autoligd para producir el plasmido vector psiU6BX. Para el control, se prepard psiU6BX-
EGFP clonando oligonucleétidos bicatenarios de

5'-CACCGAAGCAGCACGACTTCTTCTTCAAGAGAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3' (SEQ ID No: 40) y

5-AAAAGAAGCAGCACGACTTCTTCTCTCTTGAAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3' (SEQ ID No: 41) en el sitio Bbsl
en el vector psiU6BX.

Inmunotransferencia

El anticuerpo policlonal contra ZNFN3A1 se purificd previamente de suero de conejos inmunizados con proteina
recombinante  ZNFN3AL1l etiquetada con His. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 10% y se
inmunotransfirieron con el anticuerpo anti-ZNFN3A1. IgG de cabra anti-conejo conjugada con HRP (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) sirvi6 como el anticuerpo secundario para el sistema de deteccion de ECL
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). La inmunotransferencia con el anticuerpo anti-ZNFN3A1 mostro

una Unica banda de 50 kD de ZNFN3A1 etiquetada con FLAG, que era un patron idéntico al detectado usando
anticuerpo anti-FLAG.
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Ensayo con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

Las células se transfectaron psiU6BX-ZNFN3Alip o plasmidos control y se mantuvieron en el medio de cultivo
suplementado con concentracion Optima de geneticina. De seis a doce dias después de la transfeccion, el medio se
sustituyé con medio reciente que contenia MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma)
500 pg/mly las placas se incubaron durante cuatro horas a 37°C. Posteriormente, las células se lisaron mediante la
adicion de 1 ml de HCI 0,01 N/SDS al 10% y se midié la absorbancia de los lisados con un lector de placas de ELISA
a una longitud de onda de prueba de 570 nm (referencia, 630 nm). La viabilidad celular se representé por la
absorbancia comparada con la de células control.

Citometria de flujo

Se determind el efecto de ZNFN3AL en la progresion del ciclo celular mediante citometria de flujo. Las células se
sembraron a una densidad de 1X10° células/placa de 100 mm. Las células se tripsinizaron en la evolucién temporal
determinada, se recogieron en PBS y se fijaron en etanol frio al 70%. Después de tratamiento con RNasa, las
células se tifieron con yoduro de propidio (50 pg/ml) en PBS. La citometria de flujo se realiz6 en un FACScan de
Becton Dickinson y se analiz6 mediante el software CellQuest y ModFit (Verity Software House). Se determinaron
los porcentajes de nucleos en las fases GO/G1, S y G2/M del ciclo celular y cualquier poblacion sub-G1 a partir de al
menos 20.000 células no restringidas.

Para examinar el papel de los ARNip-ZNFN3Al en el ciclo celular, 1x10° células SNU475 transfectadas con
plasmidos psiU6BX-ZNFN3A1 o control se recogieron por tripsinizacion 5 dias después de la transfeccion. Después
de fijar en etanol frio al 70%, las células se trataron con RNasa y yoduro de propidio (50 pug/ml) en PBS y se
analizaron mediante un FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA). Se determinaron los porcentajes de células en
las fases GO/G1, S y G2/M del ciclo celular y cualquier poblacién sub-G1 a partir de al menos 20.000 células no
restringidas usando el software ModFit (Verity Software House).

[Ejemplo 2] Produccidon y caracterizacion de plasmidos que expresan ARNip de ZNFN3A1

La secuencia codificante completa de ZNFN3A1 se amplific6 con un conjunto de cebadores,

5'- GGGGTACCAGGATGGAGCCGCTGAAGGTGG-3' (SEQ ID No: 42),y
5'-GGGAATTCTTAGGATGCTCTGATGTTGGCGTCG-3' (SEQ ID No: 43) y se cloné en los sitios de clonacién
apropiados del vector pcDNA3.1(+) (Invitrogen) (pcDNA-ZNFN3A1). Se prepararon plasmidos que expresaban
ARNip de ZNFN3A1 mediante clonacion de oligonucledtidos bicatenarios en el vector psiU6BX.

Las secuencias de nucle6tidos de los ARNip se disefiaron usando un programa informatico de disefio de ARNip
disponible del sitio web de Ambion (http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html). Brevemente, las
secuencias de nucleodtidos para la sintesis de ARNip se seleccionan usando el siguiente protocolo.

Seleccion de sitios diana de ARNip

1. Empezando con el coddn de iniciacion AUG del transcrito ZNFN3A, rastrear en direccién 3’ para secuencias de
dinucleétidos AA. La aparicién de cada AA 'y los 19 nucledtidos adyacentes en 3’ se registran como potenciales sitios
diana de ARNip. Tuschl y col. recomiendan en contra de disefiar ARNip en las regiones in traducir (UTR) 5’y 3’y
regiones cerca del codon de iniciacion (en 75 bases) ya que estas pueden ser mas ricas en sitios de union de
proteinas reguladoras. Las proteinas de union a UTR y/o complejos de iniciacion de la traduccion pueden interferir
con la union del complejo endonucleasa de ARNip.

2. Los potenciales sitios diana se comparan con las bases de datos gendmicas apropiadas (humana, de raton, rata,
etc.) para eliminar secuencias diana con homologia significativa a otras secuencias codificantes.

3. Las secuencias diana calificadas se seleccionan para sintesis. Se seleccionan varias secuencias diana en la
longitud del gen para evaluacion.

Los oligonucledtidos usados para los ARNip de ZNFN3A1 se muestran posteriormente. Se prepararon psiU6BX-
ZNFN3AL1 1-13 (ARNip 1-13) clonando los siguientes oligonucleétidos bicatenarios en el sitio Bbsl del vector psiU6.
La posicion de los nucleétidos correspondientes relativa a la secuencia de acido nucleico de ZNFN3A1 de SEQ ID
NO: 1 se enumera para cada secuencia de oligonucledtidos. Cada oligonucledtido es una combinacién de una
secuencia de nucledtidos sentido y una secuencia de nucleétidos antisentido de la secuencia diana de ZNFN3AL.
Las secuencias de nucleétidos de la estructura de horquilla con bucle y secuencia diana de ARNip 1 a 13 se
muestran en SEQ ID NO: 44 a SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 a SEQ ID NO: 69, respectivamente (los sitios de
reconocimiento de endonucleasas estan eliminados de cada secuencia de estructura horquilla bucle).

psiU6BX-ZNFN3A1-1/ARNip1: (nimeros de nucledtidos 426-446 de SEQ ID No: 1)
5'-CACCAAACTTATGGATGGAGCACCTTTCAAGAGAAGGTGCTCCATCCATAAGTTT-3' (SEQ ID NO: 3) y
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5'-AAAAAAACTTATGGATGGAGCACCTTCTCTTGAAAGGTGCTCCATCCATAAGTTT-3' (SEQ ID NO: 4)

psiU6BX-ZNFN3A1-2/ARNip2: (nUmeros de nucleétidos 451-471 de SEQ ID No: 1)
5-CACCAATCAGAGAAGCTTTACTCATTTCAAGAGAATGAGTAAAGCTTCTCTGATT-3' (SEQ ID NO: 5) y
5-AAAAAATCAGAGAAGCTTTACTCATTCTCTTGAAATGAGTAAAGCTTCTCTGATT-3' (SEQ ID NO: 6)

psiU6BX-ZNFN3A1-3/ARNip3 : (nimeros de nucledtidos 495-515 de SEQ ID No: 1) ARNip2;
5'-CACCAACAAACTGACTGAAGATAAGTTCAAGAGACTTATCTTCAGTCAGTTTGTT-3' (SEQ ID NO: 7) y
5'-AAAAAACAAACTGACTGAAGATAAGTCTCTTGAACTTATCTTCAGTCAGTTTGTT-3' (SEQ ID NO: 8)

psiU6BX-ZNFN3A1-4/ARNip4: (nUmeros de nucleétidos 532-552 de SEQ ID No: 1)
5-CACCAACTCGTAATGACATTTCAACTTCAAGAGAGTTGAAATGTCATTACGAGTT-3 (SEQ ID NO: 9)y
5 -AAAAAACTCGTAATGACATTTCAACTCTCTTGAAGTTGAAATGTCATTACGAGTT-3' (SEQ ID NO: 10)

psiU6BX-ZNFN3A1-5/ARNip5: (nimeros de nucledtidos 623-643 de SEQ ID No: 1)
5'-CACCAAAAGTGATCTGCAACTCTTTTTCAAGAGAAAAGAGTTGCAGATCACTTTT-3' (SEQ ID NO: 11) y
5'-AAAAAAAAGTGATCTGCAACTCTTTTCTCTTGAAAAAGAGTTGCAGATCACTTTT-3'(SEQ ID NO: 12)

psiU6BX-ZNFN3A1-6/ARNip6: (nUmeros de nucleétidos 625-645 de SEQ ID No: 1)
5-CACCAAGTGATCTGCAACTCTTTCATTCAAGAGATGAAAGAGTTGCAGATCACTT-3' (SEQ ID NO: 13) y
5-AAAAAAGTGATCTGCAACTCTTTCATCTCTTGAATGAAAGAGTTGCAGATCACTT-3 (SEQ ID NO: 14)

psiU6BX-ZNFN3A1-7/ARNip7: (nimeros de nucledtidos 636-656 de SEQ ID No: 1)
5'-CACCAACTCTTTCACCATCTGTAATTTCAAGAGAATTACAGATGGTGAAAGAGTT-3 (SEQ ID NO: 15) y
5'-AAAAAACTCTTTCACCATCTGTAATTCTCTTGAAATTACAGATGGTGAAAGAGTT-3' (SEQ ID NO: 16)

psiU6BX-ZNFN3A1-8 /ARNip8: (nUmeros de nucledtidos 726-746 de SEQ ID No: 1)
5-CACCAACTGTTCGATTGTGTTCAATTTCAAGAGAATTGAACACAATCGAACAGTT-3' (SEQ ID NO: 17) y
5-AAAAAACTGTTCGATTGTGTTCAATTCTCTTGAAATTGAACACAATCGAACAGTT-3' (SEQ ID NO: 18)

psiU6BX-ZNFN3A1-9/ARNip9: (nimeros de nucleétidos 906-926 de SEO ID No: 1)
5'-CACCAAGGATGCTGATATGCTAACTTTCAAGAGAAGTTAGCATATCAGCATCCTT-3' (SEQ ID NO: 19) y
5'-AAAAAAGGATGCTGATATGCTAACTTCTCTTGAAAGTTAGCATATCAGCATCCTT-3' (SEQ ID NO: 20)

psiU6BX-ZNFN3A1-10/ARNip10: (nimeros de nucledtidos 923-943 de SEQ ID No: 1)
5-CACCAACTGGTGATGAGCAAGTATGTTCAAGAGACATACTTGCTCATCACCAGTT-3' (SEQ ID NO: 21) y
5-AAAAAACTGGTGATGAGCAAGTATGTCTCTTGAACATACTTGCTCATCACCAGTT-3' (SEQ ID NO: 22)

psiU6BX-ZNFN3A1-11/ARNipl1: (nimeros de nucleétidos 937-957 de SEQ ID No: 1)
5'-CACCAAGTATGGAAGGAAGTTCAAGTTCAAGAGACTTGAACTTCCTTCCATACTT-3' (SEQ ID NO: 23) y
5'-AAAAAAGTATGGAAGGAAGTTCAAGTCTCTTGAACTTGAACTTCCTTCCATACTT-3' (SEQ ID NO: 24)

psiU6BX-ZNFN3A1-12/ARNip12: (nimeros de nucledtidos 1065-1085 de SEQ ID No: 1)
5-CACCAACATCTACCAGCTGAAGGTGTTCAAGAGACACCTTCAGCTGGTAGATGTT-3' (SEQ ID NO: 25) y
5-AAAAAACATCTACCAGCTGAAGGTGTCTCTTGAACACCTTCAGCTGGTAGATGTT-3' (SEQ ID NO: 26)

psiU6BX-ZNFN3A1-13/ARNip13: (nimeros de nucledtidos 1258-1278 de SEQ ID No: 1)
5'-CACCAAGCAATGAAGAATCTGAGACTTCAAGAGAGTCTCAGATTCTTCATTGCTT-3' (SEQ ID NO: 27) y
5'-AAAAAAGCAATGAAGAATCTGAGACTCTCTTGAAGTCTCAGATTCTTCATTGCTT-3' (SEQ ID NO: 28)

Se transfectaron plasmidos psiU6BX-ZNFN3Alip o psiU6BX-vacios con pcDNA-ZNFN3AL1 en células COS7 usando
el reactivo FUGENEG6 segun las recomendaciones del suministrador (Roche). Los plasmidos se transfectaron
Unicamente en células SNU479 que expresan una cantidad abundante de ZNFN3A1 enddgena. Se lisaron extractos
enteros de las células 2 dias después de la transfeccion y se utilizaron para analisis de inmunotransferencia.

Entre los 13 plasmidos de expresion diferentes que expresan los ARNip de ZNFN3AL, psiU6BX-ZNFN3A1-8, -12 y -
13 redujeron lo mas significativamente la expresion de ZNFN3Al1 exd6gena mediante analisis de
inmunotransferencia, cuando se transfectaron en células COS7 junto con pcDNA-ZNFN3AL. Entre otros plasmidos,
psiU6BX-ZNFN3A1-4 mostr6 marcada reduccion y psiU6BX-ZNFN3A1-2, -5, -6, -7 y -10 ejercieron supresion
moderada, mientras que psiU6BX-ZNFN3A1-1, -3, -9 y -11 tuvieron poco o ningun efecto sobre la expresion (figura
1). Para examinar adicionalmente la actividad iARN de los ARNip de ZNFN3A1l, se transfectaron psiU6BX-
ZNFN3A1l-1, -4, -12 o psiU6BX-ZNFN3Al-vacio en células SNU475 que expresan una cantidad abundante de
ZNFN3AL1 (figura 2). El analisis por inmunotransferencia usando los extractos de las células transfectadas demostro
una reduccién marcada de ZNFN3A1 endégena por psiU6BX-ZNFN3A1-12 y supresion moderada por psiU6BX-
ZNFN3A1-4 comparada con células transfectadas con psiU6BX-ZNFN3A1l-vacio. Por otra parte la transfeccion con
psiU6BX-ZNFN3A1-1 no afecté a la expresion de ZNFN3AL (figura 3).
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[Ejemplo 3] Supresién de crecimiento de células de hepatomay cancer de colon por ARNip de ZNFN3A1

Para probar si la supresion de ZNFN3A1 podia producir supresion de crecimiento de células de hepatoma, se
transfectaron células SNU475 con psiU6BX-ZNFN3A1-12, el vector que demostro el mayor efecto de disminucion en
la expresion; psiU6BX-ZNFN3A1-4 que demostré un efecto de silenciamiento moderado; psiU6BX-ZNFN3A1-1 que
no demostré efecto de silenciamiento o psiU6BX-vacio. Los ensayos con MTT tanto a 6 dias como a 9 dias de
transfeccion mostraron que psiU6BX-ZNFN3A1-12 tenia el mayor efecto de inhibicion de crecimiento y que
psiU6BX-ZNFN3A1-1 no cambié el niumero de células supervivientes comparadas con las células transfectadas con
psiU6BX-vacio (figura 4). El efecto inhibidor del crecimiento se correlacion6 con su actividad silenciadora de genes.
Para demostrar adicionalmente el efecto inhibidor de crecimiento de los ARNip-ZNFN3A1L, psiU6BX-ZNFN3A1-12;
psiU6BX-EGFP Para el control se prepar6 psiU6BX-EGFP clonando el siguiente oligonucledtido bicatenario
5'-CACCGAAGCAGCACGACTTCTTCTTCAAGAGAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3' (SEQ ID No: 40) y
5'-AAAAGAAGCAGCACGACTTCTTCTCTCTTGAAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3' (SEQ ID No: 41) en el sitio Bbsl
del vector psiU6BX.

0 psiU6BX-vacio se transfectd en varias lineas celulares de hepatoma incluyendo SNU398, SNU423, SNU449,
Huh7, Alexander y HepG2 y dos lineas celulares de céncer de colon, SW948 y HCT116. La transfeccion de
psiU6BX-ZNFN3A1-12 redujo significativamente el nimero de células supervivientes comparado con la de psiU6BX-
EGFP o psiU6BX-vacio (figura 5). Ademas, el andlisis por FACS demostr6 que la transfeccion de psiU6BX-
ZNFN3A1-12 aumentd el nimero de células en fase subG1l (figura 6). Estos resultados indican que ZNFN3A1l
contribuye al crecimiento y/o supervivencia celular anormal en una amplia gama de células cancerosas humanas.

Aplicabilidad industrial

Los presentes inventores han mostrado que el crecimiento celular se suprime por ARN interferentes pequefios
(ARNip) que se dirigen especificamente al gen ZNFN3AL. De esta manera, estos nuevos ARNip son dianas Utiles
para el desarrollo de medicamentos anticancerosos. Por ejemplo, los agentes que bloquean la expresién de
ZNFN3Al o previenen su actividad pueden encontrar utilidad terapéutica como agentes anticancerosos,
particularmente agentes anticancerosos para el tratamiento de cancer de higado o cancer de colon, tal como CHC o
adenocarcinoma colorrectal.

Mientras que la invencion se ha descrito en detalle y con referencia a formas de realizacion especificas de la misma,
serd aparente para el experto en la materia que se pueden hacer varios cambios y modificaciones en la misma sin
separarse del ambito de la invencion.
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Met Arg
60

cag aaa
Gln Lys

age tge
Ser Cys

gtt gte
Val Val

tac tea
Tyr Ser
125

aag aaa
Lys Lys
140

aga gaa

Arg Glu

ttt gaa
Phe Glu

gcg gag
Ala Glu

ctc aat
Leu Asn
205

cac cte
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tge
Cys

aaa
Lys

Lys

tte
Phe
110

ttt

Phe

gag
Glu

gaa

Glu

gece

Ala

atg
Met
190

cac
His

tta

tct cag
Ser Gln

get tgg
Ala Trp
80

cce aga
Pro Arg
95

aaa ctt
Lys Leu

tat gat
Tyr Asp

gge cte
Gly Leu

ata cag
Ile Gln
160

ttt geca
Phe Ala
176

cag gaa

Gln Glu

age tgt
Ser Cys

ctg cga

tgce
Cys
65

cca
Pro
tat
Tyr
atg

Met

ctg
Leu

age

145
gat

Asp

aaa
Lys

gtt
Val

gac
Asp

geca

18

50

cgc

Arg

gac
Asp

cct
Pro

gat
Asp

gag
Glu
130

caa

Gln

gee

Ala

gtg
Val

ggt
Gly

cce
Pro
210

gte

gte
Val

cac
His

cca
Pro

gga
Gly
115

tea

Ser

ctc
Leu

tect
Ser

atc
Ile

gtt
Val
195

aac
Asn

cga

gee
Ala

aag
Lys

gac
Asp
100
gea

Ala

aat
Asn

gta
Val

cag
Gln

tge
Cys
180

gee
Gly

tgt
Cys

gac

aaa tac
Lys Tyr
70

cgg gaa
Argz Glu
85

tece gtt
Ser Val

cct tea
Pro Ser

att aac
Ile Asn

atg aca
Met Thr
150

ctg cca
Leu Pro
165

aac tect

Asn Ser

cta tat
Leu Tyr

teg att
Ser Ile

atc gag

305

401

449

497

545

593

641

689

o~
%)
-]

785



Val Phe Asn
215

gig gza
Val Gly

gag gag
Glu Glu

tgt tte
Cys Phe

gat
Asp

gaa
Glu
295

gcg
Ala

cag
Gln

ctg
Leu

agg
Arg

aaa
Lys
375

ooy

Glu

cgce

Arg

cgt

265

caa gta
Gln Val

gag
Glu
280

ctg
Leu

aag gca
Lys Ala

ate
Ile

ata age
Ile Ser

ctg
Leu

aag gtg
Lys Val
330

ttg
Leu

gag gaa
Glu Glu
345

att
Ile
360

ttt tte
Phe Phe

gtt gge aaa
Val Gly Lys

gag cte
Glu Leu

Ccgg aag
Arg Lys
250

tge caa
Arg Cys Gln

Gly Pro His Leu

220

acc atce
Thr Ile
2356

ctg
Leu

cag

Gln

acc cag
Thr Gln

tgg
Trp

aag
Lys

gaa
Glu
285

cac
His

tgg aag
Trp Lys
300

tet
Ser

aat
Asn

agc
Ser
315

ctc
Leu

tge
Cys

gac
Asp

tte
Phe

ttg
Leu

gee
Ala

cca
Pro

gga
Gly

age
Ser
365

ctg
Leu

cag cta
Gln Leu
380
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Leu Leu Arg Ala Val Arg Asp

tge tac ctg
Cys Tyr Leu
240

agg gac cag
Arg Asp Gln
255

gac aag gat

Asp Lys Asp Ala Asp Met Leu

270

gtt caa gaa
Val Gln Glu

tgg gag cag
Trp Glu Gln

gaa cgg ctt
Glu Arg Leu
320

gee atg gat
Ala Met Asp
335

tat ggt act
Tyr Gly Thr
350

cat ccc gte

His Pro Val

cat caa ggc
His Gln Gly

19

225
gat atg ctg

fisp Met Leu

tac tge ttt
Tyr Cys Phe
get gat atg

275

tce
Ser

ctg aaa
Leu Lys
290

gtt
Val
305

ctg gcc
Leu Ala

ccec gat ate
Pro Asp Ile

tge ate
Cys Ile

gcce
Ala

acc atg
Thr Met
355

cgg
Arg

ggg gtt
Gly Val
370

aga
Arg

atg ttt cce
Met Phe Pro
385

Ile Glu
230

acc agt
Thr Ser
245

atg
Met

tgt gac
Cvs Asp

gaa
Glu
260
cta act ggt
Thr Gly

att
Ile

gaa

Lys Glu

atg
Met

tge
Cys

cag
Gln

310

atc tac
Ile Tyr
325

aac
Asn

cte
Leu

aac
Asn
340

ggce
Gly

gag cca tac
Glu Pro Tyr

caa gtz

Gln Val Met

caa gea atg
Gln Ala Met
390

atg .

881

929

977

1025

1073

1121

1169

1217

1265
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aag aat ctg aga ctg get ttt gat att atg aga gtg aca cat ggc aga
Lys Asn Leu Arg Leu Ala Phe Asp Ile Met Arg Val Thr His Gly Arg
395 400 405

gaa cac agce ctg att gaa gat tig att cta ctt tta gaa gaa tge gac
Glu His Ser Leu Ile Glu Asp Leu Ile Leu Leu Leu Glu Glu Cys Asp
410 415 420

gee aac atec aga gea tec taa gggaacgecag tcagagggaa atacggegtg
Ala Asn Ile Arg Ala Ser
425

tgtettigtt gaatgectta titgaggtcac acactctatg ctttgttage tgtgtgaace
tetettattg gaaattetgt teegtgtttg tgtaggtaaa taaaggecaga catggtttge
aaaccacaag aatcattagt tgtagagaag cacgattata ataaattcaa aacatttggt
tgaggatgec aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

<210> 2

<211> 428

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Met Glu Pro Leu Lys Val Glu Lys Phe Ala Thr Ala Asn Arg Gly Asn
1 5 10 15

Gly Leu Arg Ala Val Thr Pro Leu Arg Pro Gly Glu Leu Leu Phe Arg
20 25 30

Ser Asp Pro Leu Ala Tyr Thr Val Cys Lys Gly Ser Arg Gly Val Val
35 40 45

Cys Asp Arg Cys Leu Leu Gly Lys Glu Lys Leu Met Arg Cys Ser Gln
50 55 60

Cys Arg Val Ala Lys Tyr Cys Ser Ala Lys Cys Gln Lys Lys Ala Trp
65 70 75 80

Pro Asp His Lys Arg Glu Cys Lys Cys Leu Lys Ser Cys Lys Pro Arg
85 90 95

Tyr Pro Pro Asp Ser Val Arg Leu Leu Gly Arg Val Val Phe Lys Leu

20

1313

1412

1472
1632
1592
1622
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100 105 110

Met Asp Gly Ala Pro Ser Glu Ser Glu Lys Leu Tyr Ser Phe Tyr Asp

116 120 pa7

Leu Glu Ser Asn Ile Asn Lys Leu Thr Glu Asp Lys Lys Glu Gly Leu
130 135 140

Arg Gln Leu Val Met Thr Phe Gln His Phe Met Arg Glu Glu Ile Gln
145 150 155 160

Asp Ala Ser Gln Leu Pro Pro Ala Phe Asp Leu Phe Glu Ala Phe Ala
165 170 ' 175

Lys Val Ile Cys Asn Ser Phe Thr Ile Cys Asn Ala Glu Met Gln Glu
180 185 190

Val Gly Val Gly Leu Tyr Pro Ser Ile Ser Leu Leu Asn His Ser Cys
195 200 2056

Asp Pro Asn Cys Ser Ile Val Phe Asn Gly Pro His Leu Leu Leu Arg
210 215 220

Ala Val Arg Asp Ile Glu Val Gly Glu Glu Leu Thr Ile Cys Tyr Leu
225 230 235 240

Asp Met Leu Met Thr Ser Glu Glu Arg Arg Lys Gln Leu Arg Asp Gln
245 250 255

Tyr Cys Phe Glu Cys Asp Cys Phe Arg Cys Gln Thr Gln Asp Lys Asp
260 265 270

Ala Asp Met Leu Thr Gly Asp Glu Gln Val Trp Lys Glu Val Gln Glu
275 280 286

Ser Leu Lys Lys Ile Glu Glu Leu Lys Ala His Trp Lys Trp Glu Gln
290 295 300

Val Leu Ala Met Cys Gln Ala Ile Ile Ser Ser Asn Ser Glu Arg Leu
305 310 3156 320

Pro Asp Ile Asn Ile Tyr Gln Leu Lys Val Leu Asp Cys Ala Met Asp
325 330 335

21



10

15

20

25

30

35
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Ala Cys Ile Asn Leu Gly Leu Leu Glu Glu Ala Leu Phe Tyr Gly Thr
340 345 350

Arg Thr Met Glu Pro Tyr Arg Ile Phe Phe Pro Gly Ser His Pro Val
365 360 365

Arg Gly Val Gln Val Met Lys Val Gly Lys Leu Gln Leu His Gln Gly
370 375 380

Met Phe Pre Gln Ala Met Lys Asn Leu Arg Leu Ala Phe Asp Ile Met
385 390 305 400

Arg Val Thr His Gly Arg Glu His Ser Leu Ile Glu Asp Leu Ile Leu
405 410 415

Leu Leu Glu Glu Cys Asp Ala Asn Ile Arg Ala Ser
420 425

<210>3
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 3

caccaaactt atggatggag cacctttcaa gagaaggtge tccatccata agttt
<210> 4

<211> 55

<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleottidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 4
aaaaaaactt atggatggag caccttctct tgaaaggtge tccatccata agttt

<210>5
<211> 55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleottidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 5
caccaatcag agaagcttta ctecatttcaa gagaatgagt aaagcttctc tgatt

<210>6
<211> 55
<212> ADN
<213> Atrtificial

22

85

55

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2363 500 T3

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 6
aaaaaatcag agaagcttta ctecattctet tgaaatgagt aaagcttecte tgatt

<210>7
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleottidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400>7
caccaacaaa ctgactgaag ataagttcaa gagacttatc ttcagtecagt ttgtt

<210>8
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 8
aazaaacaaa ctgactgaag ataagtctct tgaacttate ttecagtcagt ttgtt

<210>9
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 9
caccaactcg taatgacati tcaactticaa gagagttgaa atgtcattac gagtt

<210> 10
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucledtidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 10
aaaaaacicg taatgacatt tcaactctct tgaagttgaa atgtcattac gagtt

<210> 11
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 11
caccaaaagt gatctgcaac tctttttcaa gagaaaagag ttzcagateca ctttt

23

o5

55

N
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55

55
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<210> 12
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleoétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 12
aaaaaaaagt gatctgcaac tcttttctct tgaaaaagag ttgcagatca ctttt

<210> 13
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 13
caccaagtga tctgcaacte tttcattcaa gagatgaaag agttgcagat cactt

<210> 14
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleottidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 14
aaaaaagtga tctgcaactc tttcatctct tgaatgaaag agttgcagat cactt

<210> 15
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleottidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 15
caccaactct ttcaccatet gtaatttcaa gagaattaca gatggtgaaa gagtt

<210> 16
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 16
aaaaaactct ttcaccatct gtaattetct tgaaattaca gatggtgaaa gagtt

<210> 17
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucledtidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 17
24

55

55

55

55
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caccaactgt tcgattgtgt tcaatttcaa gagaattgaa cacaatcgaa cagtt

<210> 18
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 18
aaaaaactgt tcgattgtgt tcaattctct tgaaattgaa cacaatcgaa cagtt

<210> 19
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 19
caccaaggat gectpatatge taactttcaa gagaagttag catatcagea tcett

<210> 20
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucledétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 20
aaaaaaggat gctgatatge taacttctct tgaaagttag catatcagca teett

<210> 21
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 21
caccaactgg tgatgagcaa gtatgttcaa gagacatact tgetecatcac cagtt

<210> 22
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 22
aaaaaactgg tgatgagcaa gtatgtctct tgaacatact tgctecatcac cagtt

<210> 23
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

25

65
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<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 23
caccaagtat ggaaggaagt tcaagttcaa gagacttgaa cttccticeca tactt

<210> 24
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleodtidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 24
aaaaaagtat ggaaggaagt tcaagtctet tgaacttgaa cttccttcca tacti

<210> 25
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 25
caccaacatc taccagctga aggtgttcaa gagacaccit cagctggtag atgtt

<210> 26
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> Una secuencia de oligonucleottidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 26

aaaaaacatc taccagetga aggtgtctet tgaacacett cagetgglag atgtt

<210> 27
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 27
caccaagcaa tgaagaatct gagacttcaa gagagtctca gattcttcat tgett

<210> 28
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucledtidos sintetizada artificialmente para ARNip

<400> 28
aaaaaagcaa tgaagaatct gagactctct tgaagtctca gattcttcat tgett

<210> 29

26

55

65

55

55

55

55
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<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 29
acaacagcct caagatcatce ag

<210> 30
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 30
ggtceaccac tgacacgttg

<210> 31
<211> 23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 31
ttcecegatat caacatctac cag

<210> 32
<211> 23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 32
agtgtgtgac ctcaataagg cat

<210> 33
<211> 4869
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de plasmido sintetizada artificialmente

<220>

<221> caracteristica mezcla
<222> (485)..(490)

<223> “n" indica hueco

<400> 33

27

22

20

23

23



gacggategg
ccactagtaa
gcecgegtet
caccacgtga
cctatttecee
tagaattaat
ataatttett
taccgtaact
caccnnnnnn
atacgccggt
cacaaataaa
attctgecaga
gctetagggg
ttacgcgecag
teecettectt
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttett
tctattettt
tgatttaaca
aaagtccceca
aaccaggtgt
caattagtca
cagttcegece
gegcecgeetet
cttttgcaaa
atgaggateg

gegtggagagg
cgtgtteegg

tgeectgaat
teettgegea
czaagtgeceg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatetg
ggegegeatg

gagatctcce
cggeegeeag
gaacccteeg
cggagegtga
atgattecctt
ttgactgtaa
gggtagtttg
tgaaagtatt
tttttacate
gcacggttta
atgtagtagt
tatccatcac
gtateccecac
cgtgaccget
tetegecacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaattitaac
ggctecccag
ggaaagtcce
gcaaccatag
cattectecge
gcetetgage
aagctccegg
tttcgeatga

ctattegget
ctgtecagege

gaactgecagg
getgtacteg
gggcaggatce
gecaatgeggce
categcatcg
gacgaagagce
ccegacggeg
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gatcccctat
tgtgetggzaa
cgecgeeeeg
cecgegegecg
catatttgca
acacaaagat
cagttttaaa
tecgatttett
aggttgtttt
ccactgaaaa
cctaggagac
actggcggcee
gegecetgta
acacttgeca
ticgecgget
getttacgge
tegeectgat
ctettgttee
gggattttge
gegaattaat
caggcagaag
caggetecce
teccegeceet
cccatggetg
tattccagaa
gagcttgtat
titgaacaaga
atgactggge
aggggegece
acgaggceagc
acgttgteac
tectgteate
gegctgeatac
agcgagcacg
atcaggggct
aggatctegt

ggtgecactet
ttegeectteg
geeccagtigg
agcgegegee
tatacgatac
attagtacaa
attatgtttt
ggetttatat
tetgtttggt
cacctttcat
ggaatagaag
gctegagtga
geggegeatt
gcgeeetage
ticcecegtea
acctegacce
agacggtttt
aaactggaac
cgatttegge
tetgtggaat
tatgcaaagce
agcaggcaga
aactccgeee
actaattttt
gtagtgagga
atccattttc
tggattgcac

acaacagaca
ggttettttt

gcggetatceg
tgaageggga
tcaccttget
gcttgateeg
tactcggatg
cgegeeagee
cgtgacccat

28

cagtacaatc
ggatcagegt
aaagacgcege
aaggtcggsgc
aaggctgtta
aatacgtgac
aaaatggact
atcttgtgga
ttttttttta
ctacaggtga
gaggtgggge
ggcggaaaga
aagcgceggeg
gceegetecet
agctctaaat
caaaaaactt
tecgeecctttg
aacactcaac
ctattggtta
gtgtgtecagt
atgcatctca
agtatgcaaa
atcccecgeccce
tttatttatg
ggcttttttg
ggatctgatc
gecaggttete

ateggetget
gtcaagaccg

tggetggeea
agggactgac
cctgecgaga
gctacctgece
gaagccggtce
gaactgttceg
ggegatgecet

tgcetetggat
ttgagtaaga
aggcaaaacg
aggaagaggg
gagagataat
gtagaaagta
ateatatget
aaggacgaaa
caccacgttt
tatcttttaa
ctaaagccga
accagetggg
getgteggteg
ttegetttet
cgggggetee
gattagggtg
acgttggagt
cctatctegg
aaaaatgage
tagggtgtgg
attagtcage
gcatgecatet
taactccgee
cagaggccga
gaggectagg
aagagacagg
cggecegettg

ctgatgecge
acctgteegzg

cgacgggegt
tgetattzgg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtegaica
ccaggctcaa
gcttgeegaa

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



tatcatggteg
ggaccgetat
atgzggetgac
cttetateze
caagcgacge
ttgggetticg
atgetggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
ttggegtaat
cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gcttectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctce
aacccgacag
cctgttecga
gegetttete
ctgggetgte
cgtettgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
gtttgcaage
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcega
actacgatac
cgctecacegg
agtggtectg
gtaagtagtt
gtgteacget
_gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgegecac
aaactctcaa
aactgatett
caaaatgccg

gaaaatggcc
caggacatag
cgctteeteg
cttettzacg
ccaacctgee
gaatcgtttt
tettegeecca
tcacaaattt
tcatcaatgt
catggtcata
gagccggaag
ttgegitgeg
gaatcggeca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gcecececetga
gactataaag
ccetgeeget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacceggt
gagcgaggta
ctagaagaac
ttggtagete
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tetgtetatt
gggagggett
ctccagattt
caactttate
cgecagttaa
cgtegtttgg
cceccatgtt
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gcttttetgg
cgttggctac
tgetttacgg
agttcttetg
atcacgagat
cCZgracgee
ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatecat
getgttteet
cataaagtgt
ctcactgece
acgcgcegges
getgegeteg
gttatccaca
ggcecaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ccccgtteag
aagacacgac
tgtaggeggt
agtatttggt
ttgatccgge
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtetgac
tcgtteatee
accatctggc
atcagcaata
cgcctecate
tagtttgege
tatggetteca
gtgcaaaaaa

agttggcege agtgitatca
tgecatecgt aagatgettt
agtgtatgcg gcgaccgagt
atagcagaac tttaaaagtg
ggatcttacc getgtigaga
cagcatettt tactttcacc
caaaaaaggg aataagggeg

attcategac
ccgtgatatt
tatcgoeget
agczggactc
ttcgzattcea
zgetgeatga
tttattgcag
gcattttttt
gtctgtatac
gtgtgaaatt
aaagectggg
gctttecagt
agaggeggtt
gtcgttcgge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttceceetg
ctgtccgeet
ctcagttegg
ccegaccget
ttatcgccac
gctacagagt
atctgegetc
aaacaaacca
aaaggatcte
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgect
cccagtgetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcageteeg
geggttaget
ctcatggtta
tetgtgactg
tgetettgee
ctcatcatts
tccagttcga
agegtttetg
acacggaaat

29

tgtggeegge
gctgaagage
ccegattege
tegggtteza
ccgeegectt
tectecages
cttataatgg
cactgecatte
cgtegacete
gttatceget
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgegtattge
tgcggegage
ataacgcagg
cegegitget
gctcaagtca
gaagctcect
ttetcectte
tgtaggtegt
gegecttate
tggecageage
tettgaagtg
tgctgaagee
ccgetggtag
aagaagatcc
aagggattitt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactcceegt
caatgatacc
ccggaaggec
attgttgceg
ccattgctac
gticccaacg
cctteggtee
tggcagcact
gtzagtactc
cggegtcaat
gaaaacgtte
tgtaacccac
ggtgagecaaa
gttgaatact

tgggtgtegge
ttggeggega
agegeatege
aatgacecgac
ctatgaaazg
cggggatete
ttacaaataa
tagttgtggt
tagctagage
cacaattcca
agtgagctaa
gtegtgeeag
gegetettec
ggtatcaget
aaagaacatg
ggegttttte
gaggtggega
cgtgegetet
geggaagegtg
tegetcecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggeetaac
agttaccttc
cggttttttt
tttgatettt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccea
cgagegeaga
ggaagetaga
aggecategtg
atcaaggega
tcegategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggageza
tegtgecacce
aacaggaagg
catactctte

2220
2280
2340
2400
2460
2620
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
4560
4620
4680
4740
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ctttttcaat attattgaag catttatcag ggttattgte
gaatgtattt agaaaaataa acaaataggg gttccgegea
cctzacgte

<210> 34
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 34
ggggatcage gttigagtaa

<210> 35
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 35
taggccceac ctectictat

<210> 36
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 36
tgeggateca gageagattg tactgagagt

<210> 37
<211> 29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 37
ctetatctecg agtgaggegg aaagaacca

<210> 38
<211>40
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 38
tttaagettg aagactattt ttacatcagg ttgttttict

<210> 39
<211> 37
<212> ADN

30

tcatgagegg atacatattt 4800
catttccccg aaaagtgeca 4860
4369
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<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 39
tttaagettg aagacacggt gtttcgtecet ttcecaca 37

<210> 40
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos bicatenaria sintetizada artificialmente

<400> 40
caccgaagca gcacgacttic ttcttcaaga gagaagaagt cgtgetgett c 51

<210> 41
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de oligonucleétidos bicatenaria sintetizada artificialmente

<400> 41
aaaagaagca gcacgactte ttetctettg aagaagaagt cgtgetgett c 51

<210> 42
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 42
ggggtaccag gatggageeg ctgaaggtgg 30

<210> 43
<211> 33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia cebadora sintetizada artificialmente

<400> 43 a
gggaattctt aggatgetet gatgttggeg teg 33

<210> 44
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 44
aaacttatgz atggagcace tttcaagaga aggtgetcca tccataagtt t 51

<210> 45
31
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<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 45
aatcagagaa gctttactca tttcaagaga atgagtaaag cttctctgat t

<210> 46
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 46
aacaaactga ctgaagataa gttcaagaga cttatcttca gtcagtttgt t

<210> 47
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 47
aactcgtaat gacatttcaa cttcaagaga gitgaaatgt cattacgagt t

<210> 48
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 48
aaaagtgatc tgcaactctt tttcaagaga aaagagttge agatcacttt t

<210> 49
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 49
aagtgatctg caactctitc aticaagaga tgaaagagtt gcagatcact t

<210> 50
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 50

32
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aactctttca ccatectgtaa tttcaagaga attacagatg gtgaaagagt t 51

<210> 51
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 51
aactgticga ttgtzttcaa tttcaagaga attgaacaca atcgaacagt t 51

<210> 52
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 52
aaggatgcig atatgctaac tttcaagaga agttagcata tcageatect t 51

<210> 53
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 53
aactggtgat gagcaagtat gttcaagaga catacttget catcaccagt t 51

<210> 54
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 54
aagtatggaa ggaagticaa gticaagaga cttgaacttc cttccatact t 51

<210> 55
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 55
aacatctacc agctgaaggt gttcaagaga caccttcage tggtagatgt t 51

<210> 56
<211>51
<212> ADN
<213> Atrtificial
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<220>
<223> Una secuencia ARNip horquilla sintetizada artificialmente

<400> 56
aagcaatgaa gaatctgaga cttcaagaga gtctecagatt ctteattget t

<210> 57
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 57
aaacttatgg atggagcacc t

<210> 58
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 58
aatcagagaa gctttactca t

<210> 59
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 59
aacaaactga ctgaagataa g

<210> 60
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 60
aactcgtaat gacatttcaa c

<210> 61
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 61
aaaagtgatc tgeaactctt t

<210> 62

34
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<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 62
aagtgatctg caactcttte a

<210> 63
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 63
aactctttca ccatctgtaa t

<210> 64
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 64
aactgttcga ttgtgtteaa t

<210> 65
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 65
aaggatgetg atatgctaac t

<210> 66
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 66
aactggtgat gagcaagtat g

<210> 67
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 67

35
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aagtatggaa ggaagttcaa g

<210> 68
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 68
aacatctacc agetgaaggt g

<210> 69
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia diana para ARNip sintetizada artificialmente

<400> 69
aagcaatgaa gaatctgaga ¢

36
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REIVINDICACIONES

Una composicién que comprende un ARN interferente pequefio (ARNip) de ZNFN3AL para su uso en tratar un
tumor caracterizado por la sobreexpresion de ZNFN3A1 en un sujeto, en donde dicho ARNip comprende un
acido nucleico ZNFN3A1 sentido y un &cido nucleico ZNFN3A1 antisentido, y en donde dicho ARNip es
especifico para una diana de ZNFN3A1 seleccionada del grupo que consiste en los nucleétidos 451-471, 532-
552, 623-643, 625-645, 636-656, 726-746, 923-943, 1065-1085 y 1258-1278 de SEQ ID NO:1, en donde dicho
ARNip de ZNFN3AL tiene entre 19 y 25 nucleétidos de longitud.

Uso de una composicion que comprende un ARN interferente pequefio (ARNip) de ZNFN3ALl para la
preparacién de una composicién farmacéutica para tratar un tumor caracterizado por la sobreexpresion de
ZNFN3AL en un sujeto, en donde dicho ARNip comprende un acido nucleico ZNFN3A1 sentido y un acido
nucleico ZNFN3A1l antisentido, y en donde dicho ARNip es especifico para una diana de ZNFN3Al
seleccionada del grupo que consiste en los nucleotidos 451-471, 532-552, 623-643, 625-645, 636-656, 726-
746, 923-943, 1065-1085 y 1258-1278 de SEQ ID NO:1, en donde dicho ARNip de ZNFN3AL tiene entre 19 y
25 nucledtidos de longitud.

La composicion para uso de la reivindicacion 1 o el uso de la reivindicacion 2, en donde dicho ARNip tiene la
férmula general 5'-[A]-[B]-[A’]-3’, en donde [A] es una secuencia de ribonucleétidos que corresponde a una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en los nucleétidos 451-471, 532-552, 623-643, 625-645, 636-
656, 726-746, 923-943, 1065-1085 y 1258-1278 de SEQ ID NO:1,

[B] es una secuencia de ribonucleétidos que consiste en de 3 a 23 nucledtidos, y

[A’] es una secuencia de ribonucleétidos que consiste en la secuencia complementaria de [A].

La composicion para uso de la reivindicacién 3 o el uso de la reivindicacion 3, en donde dicha composicién
comprende un agente potenciador de la transfeccion.

Un polinucledtido para el uso en el tratamiento de un tumor caracterizado por la sobreexpresion de ZNFN3A1,
en donde el polinucledtido comprende una combinacion de un acido nucleico de cadena sentido y un acido
nucleico de cadena antisentido, en donde dicho &cido nucleico de cadena sentido comprende una secuencia
de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en los nucleétidos 451-471, 532-552, 623-643, 625-645,
636-656, 726-746, 923-943, 1065-1085 y 1258-1278 de SEQ ID NO:1, y dicho acido nucleico de cadena
antisentido consiste en la secuencia complementaria de dicha secuencia de nucleétidos, en donde dicho
polinucledtido es un oligonucleétido que tiene entre 19 y 25 nucledtidos de longitud.

El polinucleétido para uso de la reivindicacion 5, en donde dichos acido nucleico de cadena sentido y acido
nucleico de cadena antisentido estan en la misma cadena.

Un vector para uso en el tratamiento de un tumor caracterizado por la sobreexpresion de ZNFN3A1, en donde
el vector comprende un polinucleétido que comprende una combinacién de secuencia de un acido nucleico de
cadena sentido y un &cido nucleico de cadena antisentido, en donde dicho acido nucleico de cadena sentido
comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en los nucleétidos 451-471,
532-552, 623-643, 625-645, 636-656, 726-746, 923-943, 1065-1085 y 1258-1278 de SEQ ID NO:1, y dicho
acido nucleico de cadena antisentido consiste en la secuencia complementaria de dicha secuencia de
nucleétidos, en donde dicho polinucleétido es un oligonucleétido que tiene entre 19 y 25 nucleétidos de
longitud.

El vector para uso de la reivindicacion 7, en donde dicho polinucledétido tiene la formula general 5'-[A]-[B]-[A']-
3’, en donde [A] es una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en los nucleétidos 451-
471, 532-552, 623-643, 625-645, 636-656, 726-746, 923-943, 1065-1085 y 1258-1278 de SEQ ID NO:1,

[B] es una secuencia de nucledtidos que consiste en de 3 a 23 nucledtidos, y

[A'] es una secuencia de nucleétidos que consiste en la secuencia complementaria de [A].

Una composicion para uso en el tratamiento de un tumor caracterizado por la sobreexpresion de ZNFN3A1,
en donde la composicion comprende al menos un ARNip que comprende una combinacién de un acido
nucleico de cadena sentido y un acido nucleico de cadena antisentido, en donde dicho &cido nucleico de
cadena sentido comprende una secuencia de ribonucleétidos que corresponde a una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en los nucledtidos 451-471, 532-552, 623-643, 625-645, 636-656, 726-746, 923-943,
1065-1085 y 1258-1278 de SEQ ID NO:1, y dicho &cido nucleico de cadena antisentido consiste en la
secuencia complementaria de dicha secuencia de nucleétidos, en donde dicho ARNip tiene entre 19 y 25
nucleétidos de longitud.

Una molécula bicatenaria para su uso en el tratamiento de un tumor caracterizado por la sobreexpresion de
ZNFN3A1, en donde la molécula bicatenaria comprende una cadena sentido y una cadena antisentido, en
donde la cadena sentido comprende una secuencia de ribonucleétidos que corresponde a una secuencia
diana de ZNFN3A1, y en donde la cadena antisentido comprende una secuencia de ribonucleétidos que es
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complementaria a dicha cadena sentido, en donde dicha cadena sentido y dicha cadena antisentido hibridan
entre si para formar dicha molécula bicatenaria, en donde dicha molécula bicatenaria, cuando se introduce en
una célula que expresa el gen ZNFN3AL, inhibe la expresion de dicho gen, y en donde dicha secuencia diana
de ZNFN3A1 se selecciona del grupo que consiste en los nucleétidos 451-471, 532-552, 623-643, 625-645,
636-656, 726-746, 923-943, 1065-1085 y 1258-1278 de SEQ ID NO:1, y dicha molécula bicatenaria es un
oligonucledtido de entre 19 y 25 nucleétidos de longitud.

La molécula bicatenaria para uso de la reivindicacién 10, en donde un Unico transcrito de ribonucleétidos
comprende la cadena sentido y la cadena antisentido, dicha molécula bicatenaria comprende ademas una
secuencia monocatenaria de ribonucleétidos que une dicha cadena sentido y dicha cadena antisentido.

Un vector que codifica la molécula bicatenaria de la reivindicacion 10 o 11, para uso de la reivindicacion 10.

El vector para uso de la reivindicacion 12, en donde el vector codifica un transcrito que tiene una estructura
secundaria, en donde el transcrito comprende la cadena sentido y la cadena antisentido.

El vector para uso de la reivindicacién 13, en donde el transcrito comprende ademas una secuencia
monocatenaria de ribonucle6tidos que une dicha cadena sentido y dicha cadena antisentido.

La composicion para uso de la reivindicacién 1 o 11, el uso de la reivindicacion 2, el polinucleétido para uso de
la reivindicacion 5, el vector para uso de la reivindicacion 7 o la molécula bicatenaria para uso de la
reivindicacion 10, en donde dicho tumor es un céncer colorrectal o cancer de higado.

La composicion para uso, el uso, el polinucledtido para uso, el vector para uso o la molécula bicatenaria para
uso de la reivindicacion 15, en donde

(a) el cancer colorrectal es un adenocarcinoma; o

(b) el cancer de higado es un carcinoma hepatocelular.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 6
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