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DESCRIPCION
Marcadores para células precancerosas y cancerosas y método para interferir con la proliferacién celular.
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se relaciona con la terapia del cancer, el diagnostico del cancer y reactivos para la investigacion en
relacién con una nueva familia de ARNs (Acidos ribonucleicos) mitocondriales humanos, mencionados como ARNs
guiméricos mitocondriales.  Particularmente la invencion concierne a oligonucleétidos dirigidos a los ARNs
mitocondriales humanos quiméricos. Los oligonucleétidos de la invencién hibridizan con los ARNs mitocondriales
humanos quiméricos induciendo la muerte de las células cancerosas. Las composiciones y los métodos provistos en
la invencién son (tiles como una nueva terapia del cancer. Ademas, los oligonucleétidos pueden ser usados en el
diagnostico de células cancerosas y precancerosas basado en la expresion diferencial de los ARNs quiméricos
mitocondriales en células normales en reposo y en proliferacion, células precancerosas y cancerosas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Mitocondrias

Las mitocondrias son organelos subcelulares que sintetizan la adenosina trifosfato (ATP), molécula esencial para el
metabolismo, mediante la fosforilacion oxidativa. EI ADN mitocondrial humano (ADNmt) de 16.654 pares de bases
(pb) codifica dos ARN ribosomales (ARNr), 22 ARN de transferencia (ARNt) y 13 marcos de lectura (ORF) que
codifican un namero similar de polipéptidos (Clayton, 2000; Taanman, 1999). En base del contenido de bases G+T,
las dos hebras del ADNmt difieren en su densidad de flotacion* y pueden ser separadas en gradientes
desnaturalizantes de cloruro de cesio. La hebra pesada (hebra H) codifica los dos ARN ribosomales (12S y 16S), 14
ARNLt y 12 polipéptidos que corresponden a ND 1, ND 2, ND 3, ND4L, ND4, ND 5, COX | COX I, COX lll, ATPS,
ATP8 y Cyt b. La hebra liviana (hebra L) codifica 8 ARNts y la subunidad ND6 del complejo NAD deshidrogenasa
(Clayton, 2000; Taanman, 1999).

Una alta proporcion del ADNmt contiene una estructura corta de tres hebras llamada el lazo de desplazamiento o
lazo D. Esta regién, que en seres humanos tiene 1.006 pares de bases esta limitada por los genes de los ARNts
para fenilalanina (tARNPhe) y para prolina (tARNP“’). Ella contiene una hebra corta de acido nucleico,
complementaria a la hebra L, que desplaza la hebra H (Clayton, 2000; Taanman, 1999). Esta regién ha
evolucionado como el sitio principal de control de la expresion de ADNmt, conteniendo el origen de la replicacion de
la hebra H, y los promotores principales de la transcripcion de las hebras H (HSP) y L (LSP). A pesar de la cercania
de los sitios HSP y LSP (cerca de 150 pares de bases), estos reguladores son independientes funcionalmente tanto
in vitro (Shuey y Atardi, 1985; Taanman, 1999) como in vivo, usando el modelo de pacientes con enfermedades
mitocondriales (Chinnery y Turnbull, 2000).

Ambas hebras se transcriben como ARNSs policistronicos que son luego procesados para liberar los ARNms, ARNts
y ARNrs (Taanman, 1999). En seres humanos la ARN polimerasa mitocondrial es una proteina de 1.230
aminoacidos con una homologia significativa con la secuencia de la ARN polimerasa mitocondrial de levaduras y las
ARN polimerasas de varios bacteriéfagos (Tiranti y colab. 1997). Ademas, se ha caracterizado una familia de
factores de transcripcion tal como el factor A o TFAM, que es esencial para la transcripcion del ADNmt de mamiferos
y es un miembro de la familia de proteinas de alta movilidad (HMG-box) que se unen al ADN (Parisi y Clayton,
1991). Recientemente, dos informes independientes han descrito las caracteristicas de nuevos factores de
transcripcion, TBF1IM y TBF2M en seres humanos y ratones (McCulloch y colab., 2002; Falkenberg y colab., 2002;
Rantanen y colab., 2003). A pesar del considerable progreso en los elementos involucrados en la transcripcién del
ADNmt, que actlan en cis y trans, los detalles funcionales no se conocen completamente.

Mitocondrias y Apoptosis.

Las mitocondrias cumplen un papel central en la apoptosis, un proceso fundamental por el cual las células mueren
en un proceso controlado o programado. Este programa de suicidio celular es esencial durante el desarrollo y para
la homeostasis de todos los metazoos. La apoptosis es activada para eliminar células superfluas, dafiadas, mutadas
o envejecidas (Meier y colab., 2000). La desregulacion de la apoptosis esta implicada en la aparicion de diversas
patologias. Asi la inhibicion anormal de la apoptosis es la caracteristica de las neoplasias, mientras que la apoptosis
masiva se ha relacionado con enfermedades agudas tales como el infarto, shock séptico y enfermedades
neurodegenerativas. Actualmente la apoptosis se describe basada en dos vias principales denominadas la via
extrinseca y la via intrinseca (Zornig y colab., 2001). La via extrinseca corresponde a un proceso iniciado en la
membrana celular por la unién de ligandos diferentes a los receptores de muerte celular_(Krammer, 2000; Z&rnig y
colab., 2001).
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Las caspasas son enzimas responsables de la cascada proteolitica en la apoptosis. Las caspasas son sintetizadas
como proteinas precursoras inactivas que experimentan una maduracién o proceso proteolitico durante la induccién
de la apoptosis (Z6rnig y colab., 2001). Sin embargo, hay diversas evidencias experimentales nuevas que indican
gue las proteasas lisosomales constituyen una ruta alternativa de proteolisis luego de dafios apoptéticos (Guicciardi
y colab., 2004).

Por otra parte se han descrito proteinas antiapoptosis, homélogas a la oncoproteina humana Bcl-2. Esta proteina
pertenece a una familia de proteinas que son anti apoptosis (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w) o pro-apoptosis (Bax, Bak, Bim,
Bid, etc.) (Z6rnig y colab., 2001).

Las mitocondrias son especialmente afectadas en forma temprana durante el proceso de apoptosis y actualmente
son reconocidas como las coordinadoras centrales de la muerte celular (Boya y colab., 2003; Ferri y Kroemer, 2001;
Zoérnig y colab., 2001). Varias rutas de sefiales pro apoptoticas y de dafio convergen en las mitocondrias induciendo
la permeabilizacion de la membrana mitocondrial, fenémeno que esta bajo el control de las proteinas Bcl-2 (Boya y
colab., 2003; Z6rnig y colab., 2001). Después que las células reciben dafios apoptdéticos, el potencial transmembrana
(AWn) se disipa resultando en una completa permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa y la consecuente
salida de proteinas mitocondriales tdxicas. El primer ejemplo de la filtracion de una proteina mitocondrial fue la
liberacion de citocromo c (Liu y colab., 2001). Al estar presente el citocromo c¢ en el citosol, se induce el ensamblaje
del complejo de activacién de caspasas llamado apoptosoma. El citocromo ¢ se une al Apaf-1 (Factor-1 de
activacion de proteasas apoptoticas) facilitando la unién de dATP/ATP al complejo y la oligomerizacion de Apaf-1
(Adrain y colab., 1999; Benedict y colab, 2000). La oligomerizacion de Apaf-1 permite el reclutamiento de pro-
caspasa-9, la que cataliza activacion proteolitica del precursor y la produccion de caspasa-9 activa.(Adrain y colab.,
1994; Benedict y colab., 2000).

Se ha descrito una familia de inhibidores citosoélicos de las proteinas de la apoptosis que se conocen como XIAP, c-
IAP1 y c-IAP2. Dichas proteinas se unen, e inhiben a las caspasa-3 y la caspasa-9 deteniendo la cascada de
degradacién. Sin embargo las células contienen mecanismos para eludir esta ruta antiapoptética. En células en
apoptosis las caspasas se liberan de la barrera inhibitoria uniéndose a IAPs de una proteina conocida como Smac*
(Segundo activador mitocondrial de caspasas) o DIABLO (Proteina que se une a IAP a pH bajo) (Verhagen y colab.,
2002). Al unirse a IAPs, Smac/DIABLO desplazan las caspasas activas de las IAPs promoviendo la muerte celular.
Otra proteina, conocida como HtrA2, se libera de la mitocondria al citosol después de un dafio apoptético, lugar
donde se une a las IAPs en forma similar a Smac/DIABLO facilitando asi la activacién de las caspasas (Verhagen y
colab., 2002; Martins y colab., 2001; Suzuki y colab., 2001; Hedge y colab., 2002).

El factor de induccién de apoptosis (AIF) es otro componente de la cascada apoptética. Después de inducida la
apoptosis, el AIF se traslada al citosol y al ndcleo. En el nicleo, el AIF induce la condensacion de la cromatina
periférica y la fragmentacion del ADN. EIl AIF también induce otras caracteristicas de la apoptosis como la disipacion
de AW, y la exposicion de fosfatidilserina (Z6rnig y colab., 2001). Un factor que parece regular la actividad
apoptética de AIF es la proteina de shock térmico 70 (Ravagnan y colab., 2001). Otro factor mitocondrial que se
traslada al nicleo igual que el AIF es la endonucleasa G o Endo G. En el nacleo, Endo G produce la fragmentacién
del ADN incluso en presencia de inhibidores de caspasas (Li y colab., 2001). Endo G puede actuar en forma similar
a la CAD (ADNasa activada por caspasa), una nucleasa cuya activacion depende criticamente de caspasas
(Samejima y colab, 2001).

Cancer y precancer.

El cancer es una enfermedad celular cuya particularidad Unica es la pérdida del control normal del ciclo celular,
resultando en un crecimiento descontrolado, desdiferenciacién y habilidad para invadir otros tejidos y crear
metéastasis. Carcinogénesis es el proceso por el cual una célula normal se transforma en una célula cancerosa. La
carcinogénesis es un proceso de multiples etapas que comienza con un incidente genético de iniciacion, seguido
durante la etapa de promocion, por la multiplicacion selectiva de las células alteradas para formar adenomas
tempranos. En ausencia de una continua promocion, el adenoma revierte y desaparece. Con un segundo accidente
genético, un pequefio grupo de adenomas promovidos continuamente progresan hasta formar adenomas tardios,
algunos de los cuales pueden sufrir la conversion maligna (McKinnell y colab., 1998).

La etiologia del cancer es compleja e incluye alteraciones de la regulacion del ciclo celular, aberraciones
cromosoémicas y ruptura de cromosomas. Se piensa que agentes infecciosos como varios tipos de oncovirus,
substancias quimicas, radiaciones (ultravioleta o ionizantes) y des6rdenes inmunolégicos son las grandes causas de
la carcinogénesis (McKinnell y colab., 1998).

Desde hace tiempo se ha propuesto que el cancer esta también relacionado con la disfuncién mitocondrial. Una de
estas teorias sugiere que la mutacion mitocondrial puede ser la causa primaria de la transformacién celular y del
cancer (Warburg, 1956; Carew y Wang, 2002). Se han descrito alteraciones en el ADN mitocondrial (ADNmt) en
canceres hematologicos (Clayton y Vinograd, 1967) y en el cancer mamario (Tan y colab., 2002; Parrella y colab.,
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2001). También se han descrito mutaciones en varias regiones del ADNmt y deleciones en pacientes de cancer
colorrectal, cancer de prostata, cancer ovarico, cancer gastrico, cancer pancreatico, carcinoma hépatocelular, cancer
de esotfago, cancer renal, cancer tiroideo y tumores encefélicos (revision en Carew y Wang, 2002). En general,
parece haber dos alteraciones caracteristicas en el ADNmt en los distintos tipos de tumores. La mayoria de las
mutaciones consisten en transiciones de bases de Ta C y de G a A. En segundo lugar, aun cuando hay diversidad
en los genes particulares en que ocurren las mutaciones, en la mayoria de los tipos tumorales, el asa D parece ser la
regiéon en que las mutaciones son mas frecuentes en el ADNmt.

Las células precancerosas se definen aqui como células transformadas que pueden evolucionar o diferenciarse en
células malignas. Algunos ejemplos de ellas son las células transformadas por el ADN o ARN de oncoviruses.

La presente invencién se relaciona con una nueva familia de ARNs mitocondriales y el uso de dichos ARNs como
blancos para el diagnéstico y la terapia del cancer. La invencion se refiere a las composiciones y los métodos que
son Utiles para diferenciar células normales de células tumorales o de células precancerosas o células
transformadas por virus oncogénicos. En particular, como se detalla mas adelante, la invencion describe las
composiciones y métodos para ensayos diagndsticos destinados a diferenciar células normales de células
cancerosas y precancerosas. En otro contenido, la invencion se refiere a las composiciones y métodos para inducir
la muerte selectiva y masiva de las células tumorales. Por consiguiente la invencién provee materiales y métodos
que pueden ser usados en el diagnéstico y terapia del cancer y precancer y también en investigacion.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion esta dirigida a composiciones y métodos Utiles para detectar una nueva familia de ARNs
mitocondriales humanos, mencionados como ARNs quiméricos mitocondriales, que se expresan diferencialmente en
células normales en reposo y en proliferacion, células precancerosas y cancerosas.

ARN gquimérico mitocondrial sentido.

Un aspecto de esta invencion consiste en proporcionar las compaosiciones y los métodos para detectar un ARN
quimérico mitocondrial sentido compuesto por un repetido invertido de 815 nucle6tidos unido covalentemente al
extremo 5’ del ARN ribosémico mitocondrial 16S (SEQ ID NO 1, Figura 1 A). El repetido invertido corresponde a un
fragmento de 815 nucleétidos del ARN transcrito desde la hebra L del gen de 16S del ADNmt. Por tanto, la sintesis
de este nuevo ARN requiere la transcripcion de la hebra L y la hebra H del gen de 16S del ADNmt. Como la
transcripcion de ambas hebras del ADNmt esta regulada por diferentes promotores, en esta nueva invencién nos
referimos a este nuevo ARN como el ARN quimérico mitocondrial (SEQ ID NO 1). Ademés, como el repetido
invertido de 815 nucledtidos se une al ARN 16S sentido (transcrito desde la hebra H) nos referimos a este nuevo
ARN como el “ARN quimérico mitocondrial sentido”.

Esta invencién aporta métodos y composiciones para detectar la expresion del ARN quimérico mitocondrial sentido
en células cultivadas, muestras celulares y cortes de tejidos. La deteccién puede ser efectuada por hibridacion in
situ.

En otro aspecto de esta invencion, pruebas de hibridacién in situ revelan que el ARN quimérico mitocondrial sentido
se expresa en células normales en proliferacion, células tumorales en cultivo y en células tumorales presentes en
biopsias de diferentes tipos tumorales humanos. ElI ARN quimérico mitocondrial sentido no se expresa en células
normales en reposo proliferativo. Se describen métodos y composiciones para detectar un nuevo segundo ARN
quimérico mitocondrial sentido en células transformadas por el virus del papiloma 16 o 18 (Hausen, 1996). En estas
células transformadas se expresa un nuevo ARN quimérico mitocondrial sentido compuesto por un repetido invertido
de 754 nucledtidos unidos covalentemente al extremo 5’ del ARN mitocondrial 16S (SEQ ID NO2, Figura 1 B). Dicho
ARN no esta presente en células normales en proliferacion ni en células tumorales. Los métodos y composiciones
moleculares también demostraron un tercer ARN quimérico mitocondrial sentido, que comprende una secuencia
invertida de 694 nucledtidos unidos covalentemente al extremo 5’ del ARN mitocondrial 16S (SEQ ID NO 3, Figura 1
C), que esté presente en células transformadas por HTLV-1.

ARN quimérico mitocondrial antisentido.

En otro aspecto de la invencion, se proporcionan composiciones de moléculas de ARN quimérico mitocondrial
humano aislado que comprenden el ARN ribosémico mitocondrial 16S antisentido unido covalentemente en su
extremo 5’ al extremo 3’ de un polinucledtido con la secuencia repetida invertida.

Las células normales en proliferacion expresan ARNs quiméricos mitocondriales antisentido que corresponden a las
SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5 y SEQ ID NO 6. Estos transcritos contienen repetidos invertidos de largo variable
(transcritos de la hebra H) unidos al extremo 5 del ARN 16S mitocondrial ribosomal antisentido (transcrito de la
hebra L), de alli el nombre de ARN quimérico mitocondrial antisentido. La expresion del ARN quimérico mitocondrial
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antisentido esta inhibida en cultivos de lineas celulares tumorales y también en células tumorales presentes en
biopsias humanas de tipos de tumores diferentes y también en células transformadas o precancerosas. Por tanto, la
invencion presente provee métodos y composiciones para detectar la expresion de los ARN quimérico mitocondrial
sentido y antisentido y asi distinguir las células normales en proliferacion de las células cancerosas y precancerosas,
y por ende entrega un nuevo marcador para células precancerosas y cancerosas.

En este aspecto, la invencién se relaciona con un método de deteccion seleccionado de:

(A) un método para distinguir entre células normales y células pre-cancerosas o0 cancerosas que comprende las
etapas de:

determinar un nivel de al menos uno de los ARNs quiméricos mitocondriales antisentido humanos de SEQ ID Nos. 4-
6,y

determinar un nivel del ARN quimérico mitocondrial sentido humano de SEQ ID No. 1;

(B) un método para distinguir entre células normales en reposo proliferativo, células normales en proliferacion,
células pre-cancerosas y células cancerosas, que comprende las etapas de:

determinar un nivel de al menos uno de los ARNs quiméricos mitocondriales antisentido humanos de SEQ ID Nos. 4-
6,y

determinar un nivel del ARN quimérico mitocondrial sentido humano de SEQ ID No. 2;y

(C) un método en el que células transformadas con virus ARN se distinguen de células cancerosas o células
normales, que comprende la etapa de determinar el nivel del ARN quimérico mitocondrial sentido humano de SEQ
ID No. 3,y

en el que dichas etapas de determinacién no se llevan a cabo in vivo.
Terapia del Cancer

En otro contenido de esta invencion, se proveen métodos y composiciones que interfieren con los ARNs quiméricos
mitocondriales antisentido. Un aspecto preferido consiste en interferir con el ARN quimérico mitocondrial antisentido
en células tumorales que contengan un bajo nimero de copias de este transcrito. La interferencia es realizada
usando oligonucledtidos o analogos de oligonucledtidos cuyas secuencias son complementarias a las secuencias
del ARN quimérico mitocondrial antisentido (SEQ ID NO 4 y/o SEQ ID NO 5 y/o SEQ ID NO 6). El tratamiento de
células tumorales de diferentes tipos con uno o mas de estos oligonucleétidos complementarios induce la muerte
celular o la apoptosis. El tratamiento del cancer y precancer se lleva a cabo con compuestos u oligonucleétidos de
10 a 50 bases de longitud que son suficientemente complementarios a una molécula de ARN quimérico mitocondrial
humano que comprende un ARN ribosémico mitocondrial 16S antisentido unido covalentemente en su extremo 5’ al
extremo 3’ de un polinucleétido con una secuencia repetida invertida para poder hibridar con esa molécula de ARN
quimérico mitocondrial humano para formar una pareja estable. Los oligonucleétidos son preferiblemente
compuestos de 15 a 50 nucleétidos en que al menos 15 bases son complementarias a SEQ ID NO 4 y/o SEQ ID NO
5y/o SEQ ID NO 6. En SEQ ID NOS 9 al 98 se muestran ejemplos de dichos oligonucleétidos complementarios. La
induccion de la apoptosis es selectiva puesto que linfocitos humanos (célula en reposo proliferativo) o linfocitos
humanos estimulados con fitohemaglutinina (células normales en proliferaciéon) no sufren apoptosis después del
tratamiento con oligonucle6tidos complementarios a las secuencias de ARN quimérico mitocondrial antisentido bajo
las mismas condiciones experimentales.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1 A, By C. Esquemas que muestran la estructura del ARN quimérico mitocondrial correspondiente a las
SEQID NO 1, SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 3. Las fechas indican la posicion relativa de los partidores utilizados para
amplificar segmentos de ARN. Las flechas bajo las lineas son partidores reversos. Las flechas sobre las lineas
corresponden a partidores directos. El partidor 1 esta ubicado cercano al extremo 5’ del ARN mitocondrial 16S. Las
lineas negras continuas corresponden al ARN mitocondrial 16S sentido, mientras que las lineas punteadas
corresponden al ARN mitocondrial 16S antisentido.

FIGURA 2. Electroforesis en gel de agarosa para mostrar el producto de amplificacion obtenido entre el partidor 1 y
el partidor 3 indicados en la Figura 1A. La amplificacion se realizé por RT-PCR usando como molde células
tumorales (SiHa), keratinocitos transformados por HPV 16 (HFK698) o linfocitos B transformados por HLTV-1. Con
el ARN de células SiHa se obtuvo un solo amplicon de 210 pares de bases que corresponde a un segmento de la

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2365511713

SEQ ID NO 1. En ARN total de keratinocitos transformados con HPV 16, ademas del amplicon de 210 pares de
bases se obtuvo un segundo amplicén de 150 pares de bases que corresponde a un segmento de SEQ ID NO 2.
Con ARN de células transformadas con HLTV-1, ademas de los amplicones de 210 pares de bases y de 150 pares
de bases se obtuvo un tercer amplicén que corresponde a un fragmento de SEQ ID NO 3.

FIGURA 3. Esquemas que muestran la estructura del ARN quimérico mitocondrial correspondiente a las SEQ ID NO
4, SEQ ID NO 5 Y SEQ ID NO 6. Las flechas indican la posicion relativa de los partidores utilizados para amplificar
segmentos de ARN. El partidor 1 esta ubicado cercano al extremo 5’ del ARN mitocondrial 16S. La estrategia para
obtener la secuencia de estos transcritos es similar a la descrita para la Fig. 1.

FIGURAS 4A y 4B. Ensayos de hibridacion in situ realizados con varias lineas de células tumorales en cultivo. Las
células fueron hibridadas con sondas oligonucleotidicas complementarias al ARN quimérico mitocondrial sentido
marcadas con digoxigenina (columna izquierda). Adicionalmente, cortes paralelos de tumor fueron hibridizados con
sondas oligonucleotidicas complementarias al ARN quimérico mitocondrial antisentido marcadas con digoxigenina
(columna derecha).

FIGURA 5A. Hibridacion in situ de secciones de biopsias humanas correspondientes a diferentes tipos tumorales.
Las secciones de tumores se hibridizaron con sondas oligonucleotidicas complementarias al ARN quimérico
mitocondrial sentido marcadas con digoxigenina (columna izquierda). Adicionalmente, secciones paralelas de los
tumores se hibridizaron con sondas oligonucleotidicas complementarias al ARN quimérico mitocondrial antisentido
marcadas con digoxigenina (columna derecha).

La Figura 5B corresponde a hibridacion in situ de diferentes tumores humanos con sondas oligonucleotidicas
complementarias al ARN quimérico mitocondrial sentido marcadas con digoxigenina.

FIGURA 6. Hibridacion de células normales en proliferacion. Las muestras fueron hibridizadas con sondas dirigidas
al ARN quimérico mitocondrial sentido o antisentido marcadas con digoxigenina. Se obtuvo una fuerte sefial de
hibridacién con ambas sondas, una complementaria al ARN quimérico mitocondrial sentido (columna izquierda) y la
otra al ARN quimérico mitocondrial antisentido (columna derecha). Los tejidos y células estan identificados a la
izquierda.

FIGURA 7. Inmunocitoquimica e hibridacién in situ que muestra los cambios de expresién en linfocitos estimulados
a proliferar con el mitdgeno PHA. Después de 48 horas de estimulacién con PHA, los linfocitos expresan los
antigenos Ki-67 y PCNA (columna derecha). Estos antigenos no se expresan en los linfocitos control o en reposo
(columna izquierda). La hibridacion in situ fue efectuada con sondas oligonucleotidicas dirigidas al ARN quimérico
mitocondrial sentido y antisentido, marcadas con digoxigenina. Los linfocitos estimulados expresan tanto el ARN
quimérico mitocondrial sentido como el ARN quimérico mitocondrial antisentido (columna derecha)

FIGURA 8. Hibridacion in situ de células tumorales mostrando la localizacion del ARN quimérico mitocondrial sentido
en el nucléolo. Las células o los cortes de tumor se individualizan a la izquierda.

FIGURA 9. Microscopia fluorescente que revela los cambios que ocurren en células de tumor HL-60 tratadas con
oligonucledtidos dirigidos a ARN quimérico mitocondrial antisentido. A, B, C y D muestran la tinciébn con un
compuesto (VAD-fmok) que se une con gran afinidad a caspasas activadas. Este compuesto esta marcado con
fluorosceina. Las sondas de oligonucleétidos dirigidas al ARN quimérico mitocondrial antisentido inducen la
activacion de caspasas de manera similar a la droga estaurosporina (compare B con C). No se detectan caspasas
activadas en células control no tratadas (A) o en células tratadas con sondas de oligonucledtidos dirigidas al ARN
mitocondrial 12S (D), como control. E y F muestran la tincién de células HL-60 con DAPI. Células controles (no
tratadas) muestran una tincion homogénea del ndcleo (E), en tanto que las células tratadas con sondas de
oligonucledtidos dirigidas al ARN quimérico mitocondrial antisentido muestran extensa fragmentacion del nucleo (F).

FIGURA 10 Porcentaje de células apoptéticas después de diferentes tratamientos de linfocitos en reposo y
proliferando. La apoptosis fue medida en linfocitos en reposo o estimulados con PHA mediante tincion con DAPI.
Las barras 1y 2 corresponden a células no tratadas. Se observa un bajo nivel de apoptosis espontanea de células
control (1) o linfocitos estimulados por PHA (2). Un nivel similar de apoptosis se observa en linfocitos en reposo (3)
o estimulados por PHA (4) tratados con sondas de oligonuclettidos 15 uM dirigidos al ARN quimérico mitocondrial
antisentido durante 15 h, revelando que la apoptosis no es inducida en células normales. Como control, linfocitos en
reposo proliferativo o en proliferacién fueron tratados con estaurosporina. En estas condiciones cerca del 90% de
los linfocitos en reposo proliferativo (5) o estimulados por PHA sufren apoptosis.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La familia de los ARN quiméricos mitocondriales
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La presente invencidn se basa en el sorprendente descubrimiento de que las células humanas expresan una familia
de nuevos ARN mitocondriales, llamados ARN quiméricos mitocondriales.

Uno de estos transcritos contiene un largo repetido invertido de 815 nucle6tidos unido covalentemente al extremo 5’
del ARN mitocondrial 16S, y denominado ARN quimérico mitocondrial sentido. Esta larga secuencia invertida es
totalmente complementaria al ARN ribosomal 16S desde la posicién 51 hasta la 866, formando un largo tallo y un
lazo de 50 nucledtidos. Como se ve en la Figura 1A el tallo formado por 815 pares de bases representa un grave
problema para que una transcriptasa reversa pueda sintetizar el ADNc correspondiente. Por lo tanto se us6 una
nueva estrategia para amplificar este ARN por RT-PCR la que esté ilustrada en la Figura 1A. Después de obtener la
secuencia de cada fragmento traslapado, éstas se ensamblaron como secuencias contiguas para obtener la
secuencia completa del ARN quimérico mitocondrial sentido mostrado en SEQ ID N° 1 (Fig. 1A)

Otro aspecto de esta invencion es el descubrimiento de otros nuevos ARNs quiméricos mitocondriales sentido que
se expresan en células transformadas por el virus oncogénico de papiloma humano 16 o 18 (HPV16- HPV18). Se
infectaron queratinocitos de prepucio humano (HFK) con el virus de papiloma humano 16 o 18 (Hausen, 1996). La
infeccion produce la transformacion o inmortalizacion de las células HFK. Sin embargo, estas células no son
tumorigénicas como las células relacionadas SiHa (infectadas con HPV16) o las células HelLa (infectadas con HPV
18). Estas células expresan el ARN quimérico mitocondrial sentido (SEQ ID NO 1) similar al de las células SiHa y
HelLa. Sin embargo, las células transformadas adicionalmente expresan otro ARN mitocondrial sentido que contiene
una secuencia invertida de 754 nucle6tidos unidos al ARN ribosomal 16S (Fig 1 B) (SEQ ID NO 2). Este nuevo ARN
quimérico mitocondrial sentido es inhibido o no expresado en células normales humanas (HFK) o en células
tumorigénicas (SiHA or Hela).

En otro contenido de esta invencién determinamos la expresién de un tercer ARN quimérico mitocondrial sentido en
células transformadas con HTLV-1 (Kobayashi y colab., 1984). Células MT-2 infectadas con HTLV-1 expresan el
ARN quimérico mitocondrial sentido (SEQ ID NO 1) y el ARN quimérico mitocondrial sentido expresado en las
células transformadas con HPV 16 o0 18 (SEQ ID NO 2). Ademas de estos transcritos, la célula infectada con HTLV-
1 expresa un tercer tipo de ARN quimérico mitocondrial sentido que contiene una secuencia repetitiva de 694
nucleétidos unida al extremo 5’ del ARN ribosomal 16S. Este nuevo ARN (Fig. 1C) (SEQ ID NO 3) no se expresa en
células normales en proliferacion, ni en células tumorales ni en células transformadas por HPV 16 o 18.

Las células normales en proliferacion, tal como los queratinocitos de prepucio humano (HFK) descritos en la seccion
anterior, también sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido (Figura 6) (SEQ ID N<). Los linfocitos
humanos estimulados con mitdégenos como la fitohemaglutinina (PHA) entran en fase S del ciclo celular y comienzan
la sintesis de ADN (Yu y colab., 1991). Como células en proliferacion, los linfocitos también expresan antigenos
relacionados a la proliferacion tal como Ki-67 y antigenos nucleares de proliferacion celular o PCNA (Bantis y colab.,
2004). Los linfocitos estimulados también sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido (SEQ ID N° 1).
Otras células en proliferacion, como los linfocitos en el centro germinal del bazo, espermatogonias y células
embrionarias, también sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido (SEQ ID N° 1) (Figura 4). En
oposicion, las células que no estan proliferando tales como linfocitos no estimulados o células musculares no
expresan el ARN quimérico mitocondrial sentido (Figura 7).

Otro contenido de la invencién, aporta métodos para distinguir células en proliferacién normal de células tumorales.
Como fue descrito anteriormente, las células tumorales y las células normales en proliferacién sobreexpresan el
ARN quimérico mitocondrial sentido descrito en SEQ ID N°1. Ademas, en situaciones especificas de infecci 6n con
HPV y HTLV-1, se encuentran otros ARN quiméricos (SEQ ID N°2 y SEQ ID N°3). Sin embargo, la actual
invencion se basa también en el sorprendente descubrimiento que las células normales en proliferacion también
sobreexpresan un ARN quimérico mitocondrial antisentido. La expresion del ARN quimérico mitocondrial antisentido
se confirmd en linfocitos humanos estimulados con PHA (Figura 7), en células HFK normales y en otras células
normales en proliferacion (Figura 6). Otro descubrimiento importante de la presente invencion consiste en que, a
diferencia de las células normales en proliferacion las células tumorales no expresan ARN quimérico mitocondrial
antisentido o inhiben marcadamente su produccién (compare la Figura 4 con las Figuras 6y 7).

Usando la misma estrategia descrita anteriormente para amplificar el ARN quimérico por RT-PCR, basada en
fragmentos traslapados, se pudo determinar la estructura del ARN quimérico mitocondrial antisentido (Figura 3). La
secuenciacion y ensamblaje en secuencias contiguas revela una compleja familia de ARNs quiméricos
mitocondriales antisentidos que contienen secuencias invertidas de largos diferentes unidas al extremo 5’ del ARN
ribosomal mitocondrial 16S (Figuras 3A, 3By 3C) (SEQ ID N°4, SEQ ID N°5, SEQ ID N°6). La secuencia revela
también la formacion de estructuras de dos hebras o tallos en esos ARNs y la formacién de lazos de 17, 96 y 451
nucleétidos respectivamente (Figuras 3A, By C. SEQ ID N°4, SEQ ID N°5, SEQ ID N°6).

Otro contenido de la invencion es el aporte de métodos y composiciones para seguir la transformacién oncogénica
de células por un virus oncogénico. Células HelLa (infectadas con HPV 18) o células SiHa (infectadas con HPV 16)
sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido pero inhiben la expresién de los ARNs quiméricos
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mitocondriales antisentido. Por otra parte, las células HFK en proliferacion normal sobreexpresan tanto el ARN
quimérico mitocondrial sentido como los antisentidos. Después de transformar las células HFK con HPV 16 o HPV
18 ellas adquieren el fenotipo tumoral: sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido e inhiben la expresion
del ARN quimérico mitocondrial antisentido. La sobreexpresién del ARN quimérico mitocondrial sentido y la
inhibicion del ARN quimérico mitocondrial antisentido pueden ser determinadas por hibridacion in situ, amplificacion
del ARN por RT-PCR u otros métodos para determinar un ARN mediante técnicas conocidas por personas expertas
en estas artes. Estos métodos y composiciones pueden ser usado para determinar el cambio en la expresion de la
familia de ARNs quiméricos en células transformadas por otros virus oncogénicos o por compuestos que inducen la
transformacion o carcinogénesis (McKinnell y colab. 1998).

Diagndstico de Cancer y Precancer

En la presente invencion se aportan los métodos y composiciones para detectar la presencia del ARN quimérico
mitocondrial sentido y de los ARNs quiméricos mitocondriales antisentido. Una aspecto preferido es realizar la
deteccién por hibridacién in situ. La deteccion del ARN quimérico mitocondrial sentido y del ARN quimérico
mitocondrial antisentido en las células de una muestra biolégica indica que son células normales en proliferacion.
En otro contenido, el resultado de la hibridacion in situ con células tumorales mostrara la expresion del ARN
quimérico mitocondrial sentido y la inhibicion o ausencia del ARN quimérico mitocondrial antisentido. Si la muestra
biologica contiene células normales sin proliferar, la hibridacién in situ mostrara que ni el ARN quimérico mitocondrial
sentido ni el ARN quimérico mitocondrial antisentido se expresan.

Se entiende por muestra hioldgica, células normales (en reposo proliferativo o células en proliferacion) en cultivo o
en extendidos de sangre o de médula 6sea, células tumorales en cultivo y células normales transformadas por un
virus oncogénico. Ademas, las muestras biolégicas incluyen células obtenidas de la orina o lavados de la vejiga de
pacientes en que se sospecha la presencia de cancer renal o vesical, o células de la saliva de pacientes en que se
sospecha la presencia cancer de la cabeza o cuello o células de lavado broncoalveolar de pacientes en que se
sospecha la presencia de cancer pulmonar. Ademas, las muestras biol6gicas incluyen extendidos de sangre de
pacientes en que se sospecha la presencia de leucemia o extendidos celulares de sangre o linfa y de ndédulos
linfaticos de pacientes en que se sospecha la presencia de metastasis.

Las muestras biolégicas en la invencién incluyen el uso de tejidos congelados rapidamente o preparados de células
para analisis histopatologico, técnica muy conocida por aquéllos con experiencia en ese campo de la técnica.
Alternativamente las muestras biolégicas incluyen las biopsias de secciones fijadas mediante un tratamiento quimico
gue puede ser realizado por una amplia gama de protocolos de fijacion conocidos en la técnica (Frederick y colab.
1995; Celis, 1994). Las muestras bioldgicas pueden ser también materiales bioldgicos sin fijar que no han sido
modificados quimicamente o tratados con formalina u otro fijador conocido en la técnica.

Alternativamente, se puede efectuar la hibridacion in situ usando muestras biolégicas embebidas en materiales
como parafina sélida u otros polimeros. Los bloques obtenidos pueden ser seccionados en cortes de 4 a 10 um de
espesor mediante un micr6tomo. La seccion se adhiere a una lamina de vidrio o plastico mediante un adhesivo
conocido como polilisina o la proteina adhesiva de cholga (Burzio y colab., 1997)

La hibridacion in situ de la presente invencion puede ser realizada de diversas maneras conocidas por las personas
expertas en la técnica. Por ejemplo se pone en contacto en condiciones de hibridacion una solucién que contenga
una o mas sondas marcadas, dirigidas a una o mas de las secuencias del ARN quimérico mitocondrial sentido (SEQ
ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3) o al ARN quimérico mitocondrial antisentido (SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5,
SEQ ID NO 6) ubicadas dentro de las células. Luego se compara la sefal de hibridacién con patrones establecidos
de células normales o controles de células cancerosas y precancerosas.

Como se usan aqui, las sondas marcadas utilizadas en la hibridacion in situ son ARN, ADN o &cidos nucleicos
sintéticos que pueden ser preparados por cualquier método conocido en la técnica. Los &cidos nucleicos sintéticos
incluyen ribosondas transcritas in vitro o fragmentos de PCR. En un aspecto preferido de esta invencion se puede
usar oligonucledtidos complementarios sintéticos. Las sondas de oligonucleétidos complementarios son de al
menos 10 nucledtidos de largo, preferentemente de al menos alrededor de 14 y muy preferentemente de al menos
18 nucleédtidos de largo. EIl técnico competente comprende que el largo puede extenderse desde 10 o mas
nucleétidos hasta cualquier largo que ain permita la hibridacion con los ARNs quiméricos mitocondriales sentido y
los ARNs quiméricos mitocondriales antisentido. En una forma preferida el largo es de alrededor de 30 nucleétidos,
mas preferida de alrededor de 25 nucleétidos y muy preferida de entre 10 a 50 nucleétidos de largo. También
pueden usar como sondas acidos nucleicos mas largos. Las secuencias de la sonda son al menos noventa y cinco
por ciento homodlogas a las secuencias registradas en SEQ ID N°1, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3, SEQ ID N°4, SEQ
ID N°5y SEQ ID N°6.

Las sondas de oligonucleétidos complementarios de la invencion actual generalmente contienen uniones
fosfodiéster, aunque en algunos casos se incluyen sondas de oligonucle6tidos analogos que pueden tener uniones
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internucleétidos alternativas que incluyen pero no se limitan, a uniones fosforotioato (Mag y colab., 1991; y U.S. Pat.
No 5.644.048), péptido de acido nucleico o PNA (Egholm, 1993; y U.S. Pat. No. 6,656,687), fosforamida (Beaucage,
1993), fosforoditioato (Capaldi y colab., 2000). Otros analogos de oligonucleétidos complementarios se comprenden
pero no se limitan a morfolino (Summerton, 1999), oligonucleétidos bloqueados (Wahlested y colab., 2000), acidos
nucleicos peptidicos o PNA (Nielsen y colab., 1993; Hyrup y Nielsen, 1996) u oligonucleétidos modificados por 2-o0-
(2-metoxi) etil en los terminales 5’ y 3' (McKay y colab., 1999). Los acidos nucleicos pueden contener cualquiera
combinacién de desoxirribonucleétidos y ribonucleétidos y cualquiera combinaciéon de bases incluyendo uracilo,
adenina, timina, citosina, guanina, inosina, xantina, hipoxantina, isocitosina, isoguanina, etc.

En otro contenido de la invencién las sondas de acidos nucleicos o de oligonucleétidos deben ser marcadas para
detectar la hibridacion con ARNs quiméricos mitocondriales sentido o ARNs quiméricos mitocondriales antisentido.
Estas sondas pueden ser marcadas con un marcador detectable por cualquier método conocido en la técnica. Los
métodos de marcacion incluyen utilizacion de cebadores al azar, marcaje de 3’ terminal, PCR y nick translation. La
marcacion enzimatica se realiza en presencia de polimerasa de acido nucleico, de tres nucleétidos no marcados y
de un cuarto nucleétido que estd directamente marcado o que contiene un brazo al que puede ser unido un
marcador, 0 se conecta a un hapteno o a otra molécula a la cual se pueda unir una molécula marcada. Los
marcadores adecuados pueden ser marcadores radioactivos como P2 H? y s* y marcadores no radiactivos como
marcadores fluorescentes. Los fluorocromos (fluoréforos) preferidos incluyen 5(6)-carboxilfluoresceina, acido 6-((7-
amino-4-metilcumarina-3-acetillamino) hexanoico, 5(y 6)-carboxi-X-rodamina, colorante ciano-derivado 2 (Cy2),
colorante ciano-derivado 3 (Cy3), colorante ciano-derivado 3.5 (Cy3.5), colorante ciano-derivado 5 (Cy5), colorante
ciano-derivado 5.5 (Cy5.5), colorante ciano-derivado 7 (Cy7), colorante ciano-derivado 9 (Cy9) (los colorantes ciano-
derivado 2, 3 3.5, 5 y 5.5 estan disponibles como ésteres NHS en Amersham, Arlington Heights. lllinois) o los
colorantes Alexa que comprenden Alexa 488, Alexa 532, Alexa 556, Alexa 590, etc. (Molecular Probes, Eugene,
Oregon).

Las sondas pueden ser marcadas indirectamente incorporando un nucleétido unido covalentemente a un hapteno u
otra molécula. Los haptenos de preferencia, sin estar limitados a ellos, son la 5(6)-carboxifluorosceina, 2,4
dinitrofenil, digoxigenina y biotina, y efectuando la deteccién de la sonda con un anticuerpo marcado, dirigido a dicho
hapteno o a otra molécula. En el caso de la biotina, la deteccién puede ser efectuada con avidina o estreptavidina
conjugada a una marca detectable. Los anticuerpos, la estreptavidina o avidina pueden ser conjugadas a un
marcador fluorescente o a un marcador enzimatico como la fosfatasa alcalina o la peroxidasa de radbano para
hacerlas detectables. La estreptavidina o avidina conjugada y anticuerpos anti-digoxigenina estan disponibles
comercialmente en compaiiias tales como Vector Laboratories (Burlingame, California) and Boehringer Mannheim
(Indianapolis, Indiana). Otra posibilidad es conjugar anticuerpos o astreptavidina con reactivos que permiten
emisiones mejores y mas estables (quantum dot, Wu y colab., 2003).

Las enzimas conjugadas a anticuerpos y estreptavidina pueden ser detectadas en una reaccion colorimétrica
agregando el substrato a la enzima. En presencia de varios substratos, se producen diferentes colores por la
reaccion, colores que pueden ser visualizados para detectar sondas multiples por separado. Cualquier substrato
conocido en la técnica puede ser utilizado. Los substratos preferidos para la fosfatasa alcalina incluyen el 5-bromo-
4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP) y el nitro azul de tetrazolio (NBT). Los substratos preferidos para la peroxidasa de raiz
de rdbano es el diaminobenzoato (DAB). Los expertos en la técnica comprenden que también pueden ser usadas
otras actividades enzimaticas.

Otro contenido de la presente invencion es la descripcion de las condiciones para efectuar la hibridacion in situ y
lograr resultados precisos y repetibles. Los expertos en la técnica reconoceran que los factores controlados
comunmente para vigilar la rigurosidad de la hibridacion incluyen la concentracion de formamida u otro agente
desnaturalizante, la concentracion de sales, la fuerza idnica, la temperatura de hibridacion, la concentracion de
detergente, el pH y la presencia o ausencia de agentes caotropicos. Estos factores pueden ser modulados para asi
controlar la rigurosidad de la hibridacion de los oligonucleétidos sonda para el ARN quimérico. El grado éptimo de
exactitud para un ensayo puede ser determinado experimentalmente examinando cada factor hasta que se alcanza
el grado deseado de discriminacion.

Otras condiciones que deben ser controladas para una hibridacion in situ ptima son por ejemplo, el uso de reactivos
guimicos para bloguear la union inespecifica de la sonda a los componentes quimicos presentes en las muestras
biologicas, ademas de los ARN quiméricos. Los agentes bloqueadores incluyen pero no se limitan a, ARN, ADN y
oligonucledtidos sin marca. El agente bloqueador incorporado en la solucién de hibridacién suprimira la unién
inespecifica de la sonda marcada y por ende aumentara la razén sefial ruido del ensayo. En un diferente aspecto de
la invencidn la sonda tiene una secuencia complementaria a la secuencia de ARN quimérico mitocondrial sentido o
antisentido (ver SEQ ID N°1, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3, S EQ ID N°4, SEQ ID N°5y SEQ ID N°6)

La fijacién de la muestra biolégica es también un aspecto importante de la hibridacion que debe ser determinado

experimentalmente. Los fijadores que producen gran cantidad de entrecruzamientos, como el glutaraldehido, no se
recomiendan porque pueden bloquear el acceso de la sonda al ARN quimérico mitocondrial sentido o al ARN
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quimérico mitocondrial antisentido. El método preferido en esta invencion es la fijacidon de la muestra bioldgica con
formalina, aunque también se prefieren las muestras congeladas. Para exponer a la sonda a los ARNs quiméricos
mitocondriales sentido y el ARN quimérico mitocondrial antisentido pueden usarse procedimientos adicionales. Por
ejemplo, la muestra bioldgica puede ser digerida con proteinasa K para eliminar las proteinas que pueden bloquear
el acceso de la sonda a los ARNs quiméricos mitocondriales. El tratamiento de las muestras biolégicas con
proteinasa K u otras proteasas antes de la hibridacion in situ es bien conocido por los expertos en la técnica.

Como se describié previamente, la presencia de secuencias repetidas invertidas largas en el ARN quimérico y en los
ARNSs quiméricos mitocondriales antisentido, inducen la formacién de estructuras estables de dos hebras. Estas
estructuras junto con las estructuras secundarias de la region de hebra Gnica del ARN quimérico pueden constituir
barreras al acceso de la sonda a los ARNs quiméricos. Por tanto, en otro aspecto de la invencion, la muestra
bioldgica es tratada con 0,2 M HCI por 10 min a temperatura ambiente para desnaturalizar el ARN quimérico. Luego
la muestra es rapidamente neutralizada mediante varios lavados de la muestra con una solucion tampo6n a pH 7,4
antes de aplicar el protocolo de hibridacion descrito aqui. Sin mas ayuda que la experimentacion de rutina y el
descubrimiento entregado aqui, los versados en la técnica pueden facilmente determinar condiciones de hibridacién
adecuadas para efectuar ensayos que utilicen los métodos y especies quimicas descritas mas arriba. Las
condiciones de hibridacién in situ adecuadas son las condiciones adecuadas para efectuar un procedimiento de
hibridacién in situ. Por tanto las condiciones de hibridacién adecuadas seran evidentes usando el descubrimiento y
las referencias expuestos aqui; con o sin experimentacion adicional de rutina.

Otro aspecto de la presente invencion se relaciona con la localizacion de los ARNs quiméricos mitocondriales
sentido, la cual puede tener informacién importante para el prondstico y manejo del paciente con cancer. En células
tumorales, el ARN quimérico mitocondrial sentido se encuentra principalmente en el citoplasma en estrecha
asociacion con endosomas tardios y lisosomas. Sin embargo, en ciertas células se presenta localizado en el
nucléolo. En células tumorales presentes en biopsias humanas la sefial de hibridacién revela que el ARN quimérico
mitocondrial sentido esté solo en el citoplasma o en citoplasma y el nucléolo o en el citoplasma y el nicleo. Por lo
tanto las diferentes localizaciones pueden tener un valor prondstico importante. En un contenido preferido, un panel
de biopsias por ejemplo tumores de mama, colorrectales o de la préstata pueden ser estudiados por hibridacién in
situ para detectar el ARN quimérico. Junto con una sefial positiva de hibridacién (independiente de la marca de la
sonda), la localizacion intracelular (so6lo citoplasma, citoplasma y nlcleo o citoplasma y nucléolo) debe ser
establecida en cada tumor y los resultados comparados con la sobrevida de cada paciente.

En otro aspecto de esta invencion, la mezcla de células individuales que contenga células normales y/o células
tumorales puede ser sometida a hibridacibn en suspension con sondas oligonucleotidicas marcadas con
fluorocromos y complementarias al ARN quimérico mitocondrial sentido o al ARN quimérico mitocondrial antisentido.
Por ejemplo la sonda o sondas dirigidas al ARN quimérico mitocondrial sentido puede ser marcada con rodamina, y
la sonda o sondas dirigidas al ARN quimérico mitocondrial antisentido pueden ser marcadas con Alexa 488.
Después de la hibridacion y lavados bajo las condiciones anteriormente descritas, las células pueden ser analizadas
por citometria de flujo de marcas intracelulares.

El contenido preferido de la invencion es usar la hibridacion in situ puesto que la informacion obtenida acerca de la
localizacién especifica del ARN quimérico en la célula tumoral aporta informacion importante adicional al prondéstico.

En otro aspecto de la invencién, se considera el uso de métodos moleculares alternativos para detectar la expresion
del ARN quimérico en células normales, y la expresion diferencial del ARN quimérico sentido y antisentido en células
normales, precancerosas y cancerosas. Estos métodos alternativos incluyen, pero no se limitan a, Northern blot,
hibridacion en gota, microarreglos de oligonucleotidos para ARNs quimérico sentido y antisentido, amplificacion del
ARN por RT-PCR, amplificacién del ARN mediada por transcripcion in vitro o TMA, S1 o ensayos de proteccion de
ribonucleasa, etc.

En un aspecto de la presente invencion, el ARN quimérico mitocondrial sentido puede ser detectado con fines
diagnosticos con una sonda obtenida por amplificacion de una region que contiene parte del extremo 5’ del ARN
ribosomal 16S y una region parcial o total de la regién de la secuencia invertida. Como se muestra en la Figura 1, el
cebador inverso puede ser por ejemplo el partidor 1 (SEQ ID NO 139) y los cebadores directos pueden ser los
partidores 3, 4, 5, 6 0 7 (SEQ ID NOS 129, 116, 106, 102, 63). También se pueden usar partidores localizados en
otras posiciones y que pueden ser facilmente disefiados por expertos en la técnica. En otro aspecto de la invencion,
también pueden ser utilizados ADNc sintetizados por una enzima con actividad de transcripcion reversa y partidores
al azar como hexameros o mas largos, procedimiento familiar a los versados en la técnica.

Los amplicones de 210, 350, 500 u 800 pares de bases obtenidos, o de otros largos resultantes de usar partidores
colocados en otras posiciones pueden ser detectados por electroforesis en gel de agarosa o gel de poliacrilamida
(Sambrook et el., 1989) y tefiidos con bromuro de etidio u otro colorante intercalante. Los amplicones pueden ser
purificados segun las intrucciones de los fabricantes.
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La deteccion del ARN quimérico mitocondrial puede ser realizada por andlisis de Northern blot (Sambrook y colab.,
1989). Después de separar los ARNs en un gel de agarosa los fragmentos son transferidos a una membrana (de
nitrocelulosa o de Nylon) por procedimientos conocidos a los expertos en la técnica (Sambrook y colab., 1989). Para
analizar la membrana, se puede amplificar un fragmento de 250 pares de bases que corresponde a las posiciones
1000 a 125 de ARN quimérico mitocondrial sentido. El amplicon es purificado (Wizard, Promega) segun las
instrucciones del fabricante y se utilizan 10 ng como molde para una segzunda amplificacion. La amplificacion se
efectla con la mezcla estandar de PCR (Invitrogen) mas 5 micro Curie de “*P-a-dCTP (Amersham). El fragmento de
amplificacién radiactivo es desnaturalizado por incubacién a 95° por 10 minutos y la sonda desnaturali zada se
agrega a la mezcla de hibridacién. Las membranas son hibridizadas durante 16 horas a 65T y después | avadas
dos veces con tampdn SSC doble concentracion, dos veces con SSC 0,5 a 60°y SSC 0,2 a 45C (Sambrook y
colab., 1989). Después de los lavados la membrana se expone a pelicula para rayos-X durante la noche a —=70<C.
La sefial de hibridacién en la membrana corresponde al componente mayor de cerca de 2.400 nucleétidos que es el
tamafio correspondiente al ARN ribosomal 16S (1559 nucleétidos) mas la secuencia invertida de 815 nucledétidos.

En otro aspecto de esta invencion, parte del ARN quimérico mitocondrial sentido puede ser detectado después de
digestion por ribonucleasa del ARN total extraido de células o tejidos. La estructura de dos hebras o tallo del ARN
quimérico mitocondrial sentido es resistente a la digestion con ribonucleasa A. El ARN total de células o tejidos
extraido por TRIzol(Invitrogen) se disuelve en un pequefio volumen de SSC doble concentracion. La solucién se
incuba con Ribonucleasa A (Sigma) a una concentracion final de 50 microgramos por ml. Después de 30 min a
25T, el ARN resistente a la ribonucleasa es extraid o con TRIzol y precipitado con isopropanol a —20°p or la noche.
El ARN resistente a la nucleasa se disuelve en agua destilada tratada con DEPC y usado como molde para
amplificacion por RT-PCR. La amplificacion, realizada con partidores dirigidos a las posiciones 55 y 790 del ARN
ribosomal 16S produce un fragmento de alrededor de 730 pares de bases con una secuencia que exhibe un 100%
de identidad con la secuencia del tallo del ARN quimérico mitocondrial sentido (SEQ ID N°1). En contraste, la hebra
simple del ARN quimérico correspondiente a la mitad 3’, o el ARN 12S mitocondrial ribosémico o el ARNm para
GAPDH son totalmente digeridos por el tratamiento con ribonucleasa A por lo que no se obtienen productos de
amplificacion cuando se usan partidores dirigidos a estos ARNSs.

En otro aspecto de esta invencion, el tallo del ARN quimérico mitocondrial sentido obtenido por el tratamiento del
ARN total con ribonucleasa A puede ser detectado por Northern blot. El ARN resistente a nucleasa y recuperado de
la extraccién con TRIzol y precipitacion en isopropanol se separa por electroforesis en gel de agarosa. Después de
la transferencia, la membrana es tratada con la sonda descrita mas arriba y usada para realizar un Northern blot
(Sambrook y colab., 1989).

En un contenido adicional, esta invencion esta dirigida a estuches o kits de diagndstico adecuados para realizar un
ensayo de deteccion del ARN quimérico mitocondrial sentido o el ARN quimérico mitocondrial antisentido en
muestras biologicas. Se han descrito aqui la composiciones y métodos generales y preferidos adecuados para la
deteccion del ARN quimérico mitocondrial sentido y del ARN quimérico mitocondrial antisentido. Se enumeran,
aunque sin limitarse a ellas, las secuencias de sondas de oligonucleétidos. Ademas, aqui se describen los métodos
adecuados para usar sondas de oligonucle6tidos o conjunto de sondas de oligonucleétidos de un kit o estuche para
detectar los ARNs quiméricos sentido o los ARNs quiméricos antisentido.

El estuche o kit de esta invencion comprende una o mas sondas de oligonucleétidos y otros reactivos o
composiciones seleccionadas para realizar la hibridacion in situ usada para detectar ARN quimérico mitocondrial
sentido y ARN quimérico mitocondrial antisentido en una muestra. Cada conjunto de dos o mas sondas de
oligonucledtidos son preferentemente marcados con especies detectables independientemente de modo que en una
célula individual de la muestra biolégica se puedan detectar el ARN quimérico mitocondrial sentido y el ARN
quimérico mitocondrial antisentido. En un contenido preferido, las sondas de oligonucledtidos del estuche o kit, que
se usan para detectar ARN quimérico mitocondrial sentido o el ARN quimérico mitocondrial antisentido estan
marcados cada una con un hapteno diferente. EIl hapteno puede ser biotina, digoxenina o fluorosceina, los que
pueden ser reconocidos por el método de hibridacién in situ con anticuerpos o con estreptavidina marcada con
diversas enzimas (p. €j. fosfatasa alcalina o peroxidasa). Alternativamente cada sonda de oligonucledétido de cada
conjunto de sondas puede ser marcada con colorantes fluorescentes detectables independientemente. Por ejemplo
el conjunto de sondas para detectar ARN quimérico mitocondrial sentido puede ser marcado con rodamina mientras
gue el conjunto de sondas para detectar el ARN quimérico mitocondrial antisentido puede ser marcados con Alexa
488. Ademas, se describen los métodos para determinar la localizacion del ARN quimérico sentido y el ARN
quimérico antisentido en células de la muestra biolégica. Adicionalmente, pueden usarse las composiciones y los
métodos de la invencién para determinar la colocalizacion del ARN quimérico sentido y el ARN quimérico antisentido
con marcadores especificos de los diferentes organelos celulares usando el analisis por microscopia confocal.

Las composiciones y métodos provistos aqui se consideran particularmente Gtiles para la deteccién y diagndstico del
cancer y precancer. El término cancer incluye células afectadas por cualquiera de las siguientes condiciones
andmalas. Estas incluyen leucemia mieloide aguda o cronica, leucemia linfoblastica aguda o cronica, mieloma
multiple, enfermedad de Hodgkin, linfoma de origen no Hodgkin o linfoma maligno; carcinoma géstrico, carcinoma
esofagico o adenocarcinoma, adenocarcinoma del conducto pancreatico, insulinoma, glucagonoma, gastrinoma,

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2365511713

adenocarcinoa del intestino delgado, carcinomas colorrectales; carcinoma hepatocelular; adenoma hepatocelular;
carcinoides del tracto urogenital* como adenocarcinoma renal, tumor de Wilm, carcinoma de vejiga urinaria y uretra y
adenocarcinoma prostatico, canceres testiculares como seminoma, teratoma, teratocarcinoma, carcinoma de células
intersticiales, carcinoma endometrial carcinoma cervical de Utero, carcinoma ovarico, carcinoma de vulva y vagina,
tumores de células de Sertoli y Leydig, melanoma y carcinoma de trompas de Falopio; carcinomas alveolar y
bronquiolar de pulmon; tumores encefalicos; melanoma maligno de la piel, carcinoma de células basales, carcinoma
de células escamosas y sarcoma de Karposi. Ademas fibrosarcoma, angiosarcoma y rabdomiosarcoma cardiacos, y
otras enfermedades tumorales familiares a los expertos en la técnica.

Terapia del cancer y precancer.

Las drogas de la quimioterapia pueden inducir una serie de respuestas celulares que impactan en la proliferaciéon y
sobrevida tumoral. La mas estudiada de estas respuestas celulares es la apoptosis y es evidente actualmente que
las drogas anticancer pueden matar a las células tumorales activando rutas apoptéticas comunes.
Desafortunadamente estas drogas también afectan células normales en divisién rapida tales como las de la médula
0sea, células hematopoiéticas normales y células intestinales y queratinocitos de la matriz de los cabellos (McKinnell
y colab., 1998; Komarov y colab., 1999; Johnstone y colab., 2002).

Por otra parte, muchas células tumorales tienen mutados factores de iniciacién de apoptosis, factores de regulacion
de apoptosis y factores de ejecucién de apoptosis lo que explica por qué células tumorales de diferentes tipos de
cancer se hacen resistentes a una variedad de drogas quimioterapéuticas y radiaciones. Se han descrito
mutaciones de factores de la via intrinseca, de eventos postmitocondriales y de la via extrinseca de la apoptosis
(Rampino y colab., 1997; Vogelstein y colab., 2000; Teitz y colab., 2000; Reed; Johnstone y colab., 2002). Por lo
tanto, un paradigma para la terapia del cancer es un procedimiento que puede desencadenar selectivamente la
apoptosis de las células tumorales, sin alterar las células normales en proliferacién, evitando los factores alterados o
mutados de las diferentes vias apoptoticas.

Las composiciones y métodos de la invencion presente se basan en el descubrimiento que las células tumorales y
pretumorales sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido a niveles similares a los de las células normales
en proliferacion. Sin embargo, en contraste con las células normales en proliferacion, las células tumorales y
pretumorales inhiben la expresion al el ARN quimérico mitocondrial antisentido.

Las estructuras de dichos transcritos se muestran en la Figura 1 y la Figura 3 y las secuencias correspondientes en
SEQ ID N°1, SEQ ID N°2 SEQ ID N°3, SEQ ID N°4, SEQ ID N° 5y SEQ ID N°6.

En contraste, y constituyendo otro descubrimiento sorprendente, las células pretumorales y tumorales
sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido e inhiben la expresién del ARN quimérico mitocondrial
antisentido. La supresion o inhibicion de la sintesis del ARN quimérico mitocondrial antisentido constituye una nueva
diferencia de fenotipo entre una célula cancerosa y una célula normal en proliferacion, lo que se considera uno de
los mayores contenidos de la invencion presente. Ademas las células tumorales de biopsias humanas de diferentes
tipos cancerosos exhiben también el mismo fenotipo que las células cancerosas en cultivo ( Figuras 5A y 5B).

Aungue no esta clara la funcion del ARN quimérico mitocondrial sentido ni la del ARN quimérico mitocondrial
antisentido, existe una correlacion directa entre la expresion de dichos ARN vy la proliferacién celular. Por ejemplo,
las células en proliferacion de tejidos como el higado, rifién y bazo definidas como tales por la expresion de
antigenos como Ki-67, PCNA o histona fosforilada H3 sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido asi
como el ARN quimérico mitocondrial antisentido. En células en reposo proliferativo de los mismos tejidos, que no
expresan Ki-67 o PCNA, ni el ARN quimérico mitocondrial sentido ni el ARN quimérico mitocondrial antisentido no se
expresan. Mas aun, como se ilustra en la Figura 7, los linfocitos humanos estimulados con el mitégeno PHA
sintetizan ADN y expresan los antigenos de proliferacion KI-67 y PCNA. Los linfocitos estimulados sobreexpresan el
ARN quimérico mitocondrial sentido y también el ARN quimérico mitocondrial antisentido (Figura 7). Por el contrario,
los linfocitos en reposo proliferativo o no estimulados no expresan ni el ARN quimérico mitocondrial sentido ni el
ARN quimérico mitocondrial antisentido.

El hallazgo anterior, que es una parte fundamental de la invencién presente, muestra que mientras las células
normales en proliferacién expresan los ARNs quiméricos mitocondriales sentido y antisentido, las células tumorales
expresan el ARN quimérico mitocondrial sentido e inhiben la expresion del ARN quimérico mitocondrial antisentido.
Para entender la funcion de dichos ARNs en la proliferacion celular, se trataron células cancerosas en cultivo con
oligonucledtidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial sentido (SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3) o el ARN
qguimérico mitocondrial antisentido (SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6). Los resultados, que constituyen otro
descubrimiento sorprendente, muestran que en esas condiciones las células entran en el proceso de muerte
programada o apoptosis. Después del tratamiento con oligonucleétidos complementarios a los ARNs quiméricos
mitocondriales sentido o antisentido por 6 a 15 horas, entre 75 y 96% de las células sufren apoptosis (Tabla 2). Los
cambios observados en las células fueron condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear, fragmentacion del
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ADN, activacién de caspasas y alteracion de los procesos de la membrana plasmatica. Oligonucle6tidos control con
4 0 mas nucledtidos con apareamiento incorrecto o con orden alterado no indujeron apoptosis. Las células fueron
afectadas por el tratamiento con oligonucle6tidos complementarios al ARN ribosémico mitocondrial 12S sentido o
antisentido o complementarios al ARNm o al transcrito antisentido de la subunidad ND 1 mitocondrial. En general,
los oligonucleétidos complementarios al ARN quimérico mitocondrial antisentido fueron mucho mas efectivos a la
misma concentracion que los oligonucleétidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial sentido. Este fue un resultado
esperado puesto que las células tumorales sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido y por lo tanto es
dificil alcanzar una concentracion de oligonucleétidos dentro de la célula que interfiera con todas las copias de este
transcrito. Por otra parte, como las células tumorales disminuyen la expresion del ARN quimérico mitocondrial
antisentido, deberia ser mas facil interferir con este ARN por cuanto hay un menor nimero de copias por células.

La induccion de apoptosis es también selectiva para las células tumorales. Los linfocitos humanos en reposo
proliferativo o los linfocitos humanos estimulados por 48 horas con PHA no se afectan por el tratamiento con
oligonucleétidos complementarios al ARN quimérico mitocondrial antisentido o dirigidos al ARN quimérico
mitocondrial sentido, incluso después de un tratamiento con una alta dosis (15 puM) de oligonucleétidos
complementarios.

La induccion de apoptosis por el tratamiento con oligonucleétidos complementarios dirigidos al ARN quimérico
mitocondrial antisentido (SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6) se ha logrado en células de leucemia
promielocitica HL-60, leucemia linfoblastica aguda MOLT-4, células de leucemia T-linfocitica, Jurkat, una leucemia
de células T, Devernelle o linfoma B NSO/2 o mieloma, células HeLa, DU145, PC-3 Caco-2, Hep-2 y HepG2, pero no
se limita a dichas células. Dos tipos celulares, MCF/7 (carcinoma mamario) y melanoma que pueden ser
consideradas como paradigma de células tumorales resistentes al tratamiento (quimioterapia o radioterapia), sufren
apoptosis sobre un 80% al tratarse por 15 horas con oligonucleétidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial
antisentido (SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6). Tratandolas con oligonucleétidos complementarios al ARN
quimérico sentido (SEQ ID N° 1) se obtiene un menor efecto apoptético. Como se reportd anteriormente,
oligonucledtidos con 4 nucleétidos con apareamiento incorrecto o con orden alterado no indujeron muerte celular.

Mas abajo se describen los métodos y composiciones para tratar el cancer usando los ARNs quiméricos antisentido
como agentes terapéuticos. El contenido preferido, aunque no limitado a éste, son los métodos y composiciones
para el tratamiento del cancer usando oligonucleodtidos complementarios a los ARNs quiméricos antisentido. El
resultado de este tratamiento es por o menos producir en un sujeto tratado un beneficio en su salud, lo que en el
caso del cancer incluye pero no se limita a la remision del cancer, el aminoramiento de los sintomas del cancer vy el
control de la diseminacién del cancer por metastasis. Todos dichos métodos implican la induccion de apoptosis en
células tumorales con efectos menores en células normales. Oligonucle6tidos complementarios dirigidos a ARNs
especificos han sido ampliamente utilizados para disminuir o suprimir la expresién de una gran diversidad de ARNm
o la sintesis de las proteinas correspondientes (p. ej. Vickers y colab., 2003). Actualmente se estudian cerca de 42
oligonucledtidos antisentido de diferente composicion como farmacos potenciales (Stephens and Rivers, 2003; ver
también como ejemplos las U. S. Pat. Nos. 5.801.154, 6.576.759; 6.720.413; 6.573.050 y 6.673.917).

En un aspecto de esta invencion, se puede usar uno o mas oligonucleétidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial
antisentido. El uso de dos o més oligonucleétidos complementarios es mas efectivo y muestra algin grado de
sinergia.

Los oligonucledtidos de la invencion pueden ser complementarios al ARN quimérico mitocondrial antisentido. Los
oligonucledtidos complementarios se uniran los ARNs quiméricos mitocondriales antisentido interfiriendo con sus
funciones. Aunque la complementariedad absoluta es favorecida, no es requerida. Un oligonucleétido cuya
secuencia se refiere aqui como “complementaria” a una porcion de un ARN, significa que tiene suficiente
complementariedad con el ARN para formar una pareja estable. La capacidad de hibridizar depende tanto del grado
de complementaridad como del largo del oligonucleétido. Generalmente, mientras mas largo sea el acido nucleico
hibridizante, éste puede contener un mayor nimero de apareamientos incorrectos y aun formar un par estable. Los
expertos en la técnica pueden determinar un grado aceptable de apareamientos incorrectos usando procedimientos
estandar para determinar el punto de fusion del complejo hibridizado.

Los oligonucledtidos complementarios para hibridar con los ARNm para diferentes proteinas estan, en general,
dirigidos a la region 5’ no traducida del ARNm incluyendo el complemento del codén de iniciacion AUG, o a la region
3’ no traducida para ser mas efectivos. Los oligonucleétidos complementarios a las regiones codificantes del ARNm
son menos efectivos como inhibidores de la traduccion (ver referencias previas). El ARN quimérico mitocondrial
antisentido son regiones no codificantes, por lo tanto los oligonucleétidos pueden ser complementarios a cualquiera
regiéon de dichos transcritos. Las regiones mas efectivas se ubican alrededor de los segmentos de una hebra del
ARN quimérico mitocondrial antisentido determinadas explorando las secuencias del ARN quimérico antisentido con
oligonucleétidos disefiados cada 30 nucledtidos. Los expertos en la técnica entenderdn que otras secuencias
comprendidas dentro de las secuencias completas de los transcritos de SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5y SEQ ID NO 6
son blancos para el disefio de oligonucleé6tidos complementarios alternativos.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2365511713

Los oligonucleétidos complementarios dirigidos al ARN quimérico mitocondrial antisentido que inducen la muerte de
células tumorales de acuerdo a la presente invencién, generalmente contendran una columna vertebral diferente a
los fosfodiésteres naturales. Los oligonucledtidos pueden tener alternativamente uniones internucledsidos
incluyendo, pero no limitados a fosforotioato (Mag y colab., 1991; y U.S. Pat. N° 5.644.048), acido nucleico con unioén
peptidica (PNA) (Egholm, 1993 y U.S. Pat. N° 6.656.687), fosforamida (Beaucage, 1993), fosforoditioato (Capaldi y
colab., 2000). Otros analogos de oligonucledtidos incluyen, aunque sin estar limitados a, morfolino (Summerton,
1999) oligonucleotidos blogueados en sus extremos (Wahlestedt y colab., 2000), acidos nucleicos con union
peptidica (PNA), (Nielsen y colab., 1993; Hyrup y Nielsen, 1996) o nucledtidos modificados en los extremos 5’ y 3’
por 2-0-(2-metoxi) etilo (McKay y colab ., 1999). Los acidos nucleicos pueden contener cualquier combinacion de
desoxirribonucleétidos y ribonucleétidos o cualquiera combinaciéon de bases incluyendo uracilo, adenina, timina,
citosina, guanina, inosina, xantina, hipoxantina, isocitosina, isoguanina, etc.

Los oligonucledtidos complementarios segun la invencién pueden comprender al menos una base modificada,
seleccionada del grupo siguiente que incluye, pero sin limitarse a, 5-fluorouracil, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-
yodouracilo, hipoxantina, xantina 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil) uracilo, 5- carboximetilaminometil-2-
tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina*, inosina, N6
isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina. 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina  2-metilguanina, 3-
metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo,
beta-D-manosilqueosina, 5’metoxicarboximetilu-racilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido uracil-
5 oxiacético, wybutoxosine, seudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5 metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-
metiluracilo, acido uracil-5-oxiacético metilester, 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo, (acp3)w
y 2,6-diaminopurina.

Los oligonucle6tidos complementarios pueden también incluir al menos un azicar modificado seleccionado del
grupo siguiente, pero sin limitarlo a, arabinosa, 2-fluoroarabinosa, xilulosa y hexosa.

En otro aspecto de la invencién presente, los oligonucledtidos complementarios son disefiados para hibridizar con
cualquiera region del ARN quimérico mitocondrial antisentido. Los oligonucleétidos deben ser al menos de diez
nucleétidos de largo, preferentemente oligonucledtidos complementarios de entre 10 y alrededor de 50 nucledtidos
de largo. En aspectos especificos el oligonucledtido complementario es al menos 12 nucleétidos, al menos 18
nucleétidos, al menos 22 nucledtidos, al menos 50 nucledtidos de longitud.

Es importante considerar que tanto para experimentos in vitro como para experimentos in vivo deben utilizarse
controles que distinguen entre la interferencia de los oligonucleétidos complementarios con la funciéon del ARN
quimérico mitocondrial antisentido en comparacion con los efectos bioldgicos inespecificos de oligonucleétidos
complementarios. Por lo tanto el disefio de los oligonucleétidos debe evitar la presencia en la secuencia de series
CpG, series 5’GGGG y otras secuencias que tienen efectos toxicos en células animales como se informa en la U.S.
Pat. N° 6.673.917. También la presencia de la secuencia 5’CGTTA fue evitada debido al efecto previamente descrito
(Tidd y colab., 2000).

En otro contenido de la invencion presente, los oligonucleétidos complementarios dirigidos al ARN quimérico
mitocondrial antisentido pueden usarse como agentes terapéuticos en animales o en pacientes que tienen cancer y
gue inducen sensibilidad a drogas terapéuticas anticancer o radiaciones. La sensibilidad inducida, conocida también
como sensitizacion o hipersensibilidad, puede ser medida en células tumorales que muestran refractariedad a
terapias anticancer o a radiaciones. Las drogas anticAncer comprenden aquellas conocidas en la técnica y usadas
actualmente y las drogas aun no descubiertas. Entre las drogas quimioterapéuticas convencionales estan los
agentes alquilantes, antimetabolitos, antibiéticos y agentes antimicrotibulos. Algunos ejemplos de dichas drogas
son la cisplatina metotrexato, doxorubicina, dactinomicina, mitomicina, ciclofosfamida, etc.

En otro aspecto de la invencién, junto con o después del tratamiento de animales o pacientes que tienen cancer con
oligonucledtidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial antisentido, los pacientes pueden ser tratados con
radioterapia, en que la radioterapia incluye radiaciéon ultravioleta, radiacién gama, particulas alfa, particulas beta,
haces de rayos X y de electrones.

En otro aspecto de esta invencion, la interferencia con el ARN quimérico mitocondrial antisentido para inducir la
muerte de las células puede ser lograda mediante la interferencia en el ARN o el silenciamiento del ARN. En los
ultimos seis afios la interferencia en el ARN (ARNi) ha surgido como una nueva aproximacion al silenciamiento de
genes en células de mamiferos (Elbashir y colab., 2001; McManus y colab., 2002). Las moléculas de doble hebra de
ARN sintéticas* de cerca de 19 a 21 nuclettidos de largo se hibridizan especificamente con su ARNm
complementario, produciendo la degradacién del ARNm y subsiguiente degradacion de las proteinas. Varios genes
diferentes han sido exitosamente silenciados por ARN pequefio de interferencia o ARNSsi (Lu y colab., 2003; Wachek
y colab., 2003). Por tanto, el ARN sintético de doble hebra de cerca de 19 a 21 nucleétidos dirigido al ARN
quimérico mitocondrial antisentido o al ARN quimérico mitocondrial sentido puede ser usado para degradar los
transcritos e inducir la muerte celular. Las personas familiarizadas en la técnica comprenderan que la secuencia de
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ARNSsi debe ser complementario a cualquier region de los ARNs quiméricos mitocondriales antisentido (SEQ ID NO
4, SEQ ID NO 5y SEQ ID NO 6).

En otro contenido de la invencion, las ribozimas pueden ser usadas para interferir con el ARN quimérico mitocondrial
antisentido para inducir la muerte de células tumorales. La secuencia de la ribozima debe ser disefiada de acuerdo
con la secuencia de ARN quimérico mitocondrial antisentido (SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 6) para dividir
regiones especificas del transcrito que son mas eficientes para iniciar la muerte de las células tumorales. Las
ribozimas son moléculas enzimaticas de ARN capaces de catalizar la ruptura especifica del ARN (Rossi, 1994). El
mecanismo de acciéon de la ribozima incluye la hibridacion especifica de la molécula de ribozima al ARN
complementario blanco, seguida por una ruptura endonucleotidica. La composicion de la ribozima debe incluir una o
mas secuencias complementarias al ARNm del gen destino y debe incluir la conocida secuencia para la ruptura de
ARNm descrita en U.S. Pat. No. 5.093.246. Asi, en el ambito de esta invencion, las moléculas de ribozima (cabeza
de martillo) son preparadas de modo de catalizar especifica y eficientemente la ruptura endonucleolitica de los ARNs
quiméricos mitocondriales antisentido o a los ARNs quiméricos mitocondriales sentido. La construccion y produccién
de ribozimas (cabeza de matrtillo) es bien conocida en la técnica y ha sido descrita (Haseloff y colab., 1989). Las
ribozimas de la invencién presente también incluyen endorribonucleasas de ARN (Zaug y colab., 1984).

La terapia génica se refiere al tratamiento o prevencion del cancer mediante la administracion de acido nucleico a un
paciente que tiene cancer o en quien la prevencion o inhibiciéon de cancer es deseable. En este aspecto de la
presente invencion, el acido nucleico producido en forma intracelular es un ARN complementario dirigido al ARN
quimérico mitocondrial antisentido que intermedia el efecto terapéutico interfiriendo o inhibiendo la funcion de estos
transcritos mitocondriales induciendo la muerte de las células tumorales. Por lo tanto, un procedimiento preferido es
utilizar un ADN recombinante artificial en el cual la trascripcion del ARN complementario esta controlada por
promotores fuertes de la ARN polimerasa Il o lll. La expresion de la secuencia que codifica el ARN complementario
puede lograrse por cualquier promotor conocido en la técnica que actla sobre células de mamiferos,
preferentemente humanas. Tales promotores incluyen, aunque no se limitan a, la region promotora temprana del
virus SV40 (Benoist y Chambon, 1981), el promotor de la timidina quinasa del virus herpes (Wagner y colab., 1981),
las secuencias reguladoras del gene de la metalotionina (Brinster y colab., Nature 296:39-42, 1982) el promotor del
virus del sarcoma de Rous (Yamamoto y colab., 1980), etc. La construccion de ADN recombinante para producir el
ARN complementario puede estar basada en un vector viral entre los que se incluye, aunque no se limita al vector
de adenovirus, vector de virus adeno-asociado, vector de virus herpes simplex, vector del virus de la viruela y
vectores de retrovirus. El vector es introducido en las células tumorales de interés a través de su formulacién en un
compuesto farmacéutico apropiado, usando métodos familiares para los expertos en la técnica.

Los compuestos farmacéuticos de esta invencion incluyen una cantidad efectiva del &cido nucleico complementario
(oligonucleétidos complementarios, ARNsi, ribozimas o vectores virales) en un portador aceptable
farmacéuticamente, que puede ser administrado a un paciente de cancer para interferir con la funcion del ARN
qguimérico mitocondrial antisentido e inducir la apoptosis de las células cancerosas. Los &cidos nucleicos
complementarios pueden ser formulados en un compuesto farmacéutico, que puede incluir portadores, diluyentes,
tampones, preservativos, agentes tensioactivos, polietilenimida (PEI), liposomas u otra formulacién lipidica conocida
en el arte. El compuesto farmacéutico puede ser administrado por aplicacion tdpica, oral, parenteral o
administracion rectal. La administracion parenteral incluye inyeccion intravenosa, subcutanea, intraperitoneal o
intramuscular o administracion pulmonar por inhalacién o insuflacion.

Las composiciones de la invencién presente pueden ser utilizadas para el tratamiento terapéutico, diagnéstico,
profilaxis y como reactivos y dispositivos para la investigacion Las composiciones y métodos aportados aqui son
considerados particularmente Utiles para el tratamiento del cancer. El término cancer como expuesto aqui, incluye
células afectadas por cualquiera de las siguientes condiciones andmalas identificadas. Ellas incluyen leucemia
mieloide aguda o crénica, leucemia linfoblastica aguda o cronica, mieloma multiple, enfermedad de Hodgkin, linfoma
de origen no Hodgkin o linfoma maligno; carcinoma gastrico, carcinoma esofagico o adenocarcinoma,
adenocarcinoma del conducto pancredtico, insulinoma, glucagonoma, gastrinoma, adenocarcinoa del intestino
delgado, carcinomas colorrectales; carcinoma hépatocelular; adenoma hépatocelular; carcinoides del tracto
urogenital como adenocarcinoma renal, tumor de Wilm, carcinoma de vejiga urinaria y uretra y adenocarcinoma
prostéatico, canceres testiculares como seminoma, teratoma, teratocarcinoma, carcinoma de células intersticiales,
carcinoma endometrial, carcinoma cervical de Utero, carcinoma ovarico, carcinoma de vulva y vagina, tumores de
células de Sertoli y Leydig, melanoma y carcinoma de trompas de Falopio; carcinomas alveolar y bronquiolar de
pulmén; tumores encefalicos; melanoma maligno de la piel, carcinoma de células basales, carcinoma de células
escamosas y sarcoma de Karposi. Ademas fibrosarcoma, angiosarcoma y rabdomiosarcoma cardiacos, y otras
enfermedades tumorales familiares a los expertos en la técnica. Asi, el término “célula cancerosa”’ usado aqui,
incluye una célula afectada por cualquiera de las condiciones identificadas mas arriba.

EJEMPLOS DE REALIZACION
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Los siguientes ejemplos sirven para describir la manera de usar la invencién descrita anteriormente y también
proponer la mejor manera de llevar a cabo varios aspectos de ella. Se entiende que de ninguna manera estos
ejemplos son para limitar el ambito de la invencién sino para efectos ilustrativos.

EJEMPLO 1
Aislamiento y secuenciacion del ARN quimérico mitocondrial humano sentido. (Figura 1A, SEQ ID NO 1)

Los experimentos iniciales indicaron que el ARN quimérico mitocondrial humano sentido contenia una estructura
secundaria mas compleja y estable que el ARN quimérico de raton (Villegas y colab., 2002). Por lo tanto , y
basandose en la estructura secundaria del ARN quimérico mitocondrial de ratén, se dedujo una estructura
secundaria tedrica del ARN quimérico mitocondrial humano (Figura 1A). El transcrito tedrico humano contenia la
secuencia completa del ARN 16S sentido unido en el extremo 5’ a un fragmento del ARN mitocondrial 16S formando
una asa de largo desconocido (Figura 1A). El segmento del ARN 16S mitocondrial antisentido era completamente
complementario al ARN 16S mitocondrial sentido y por lo tanto corresponde a un repetido invertido unido al extremo
5’ del transcrito. Basandose en esta estructura se disefiaron partidores para amplificar este transcrito potencial, por
RT-PCR. Un partidor reverso ubicado en las posiciones 11 a 31 desde extremo 5 del ARN mitocondrial 16S
qguimérico humano o al comienzo de la asa tedrica (Partidor 1, Figura 1A) (SEQ ID NO 139). La secuencia del
partidor directo usado corresponde a las posiciones 213-234 del ARN mitocondrial 16S sentido y se ilustra en la
Figura 1A, partidor 3. La amplificacion del ARN por RT-PCR de varios tejidos humanos y células incluyendo células
HelLa, HL-60, Dul45, MCF/7 y linfocitos humanos estimulados con PHA (Ver ejemplo 7) usando los partidores 1y 3
(Figura 1A) produjo un amplicdn Unico de alrededor de 210 pares de bases (Figura 2). La técnica de RT-PCR se
efectué6 como se ha descrito anteriormente (Villegas y colab., 2000; Villegas y colab., 2002). Los amplicones de
cada tejido o célula humana se clonaron y ambas hebras se secuenciaron. Se obtuvo en todos los casos una
secuencia idéntica de 216 pares de bases, que contenia una secuencia repetida de 184 nucleétidos unida a los
primeros 31 nucledétidos del terminal 5° del ARN mitocondrial 16S sentido. Después se determind si el repetido
invertido era mayor que 184 nucledtidos y se extendia mas hacia el extremo 5’ del ARN mitocondrial 16S antisentido
(Figura 1A). El ADNc de las células HelLa u otras descritas mas arriba se amplifico entre el partidor reverso 1,
ubicado en el asa descrita anteriormente, y los partidores 4 a 7, para caminar en direccion del extremo 5’ del
supuesto repetido invertido (Fig. 1A). De este modo se obtuvieron fragmentos de amplificaciéon de 500. 700 y 800
pares de bases al combinar el partidor 1 con los partidores 4, 5y 6, respectivamente. Por otra parte, al amplificar el
ADNCc entre el partidor 1 y el partidor 7 no se obtuvo un producto, indicando que el extremo 5’ del repetido inverso
estaba entre los partidores 7 y 8 (ver mas adelante). La secuencia completa del amplicon de 800 pares de bases
revela un repetido invertido de 769 nucleétidos unido a los primeros 31 nucleétidos del ARN mitocondrial 16S
sentido (SEQ ID NO 1) (Figura 1A). La secuencia de la region del terminal 3’ del repetido invertido unido al ARN
mitocondrial 16S sentido es idéntica a la encontrada en la misma region del amplicon de 216 pares de bases. Esto
es importante porque indica que en ambos casos estabamos amplificando el mismo ARN. Ademas, la secuencia
mostré que faltaban 50 nucledtidos del extremo 3’ del ARN mitocondrial 16S en el repetido invertido del ARN
quimérico mitocondrial sentido. En conjunto, estos resultados sugieren que la estructura de dos hebras formada
entre el repetido invertido y el ARN mitocondrial 16S sentido comienza en la posicion 51 de este ultimo y forma una
posible asa de 50 nucledtidos.

Para confirmar el largo de la asa, el ADNc humano se amplific6 por PCR entre el partidor directo 2 ubicado en el
extremo 3’ del repetido invertido y el partidor 3 que es también inverso en las posiciones 213-234 del ARN
mitocondrial 16S sentido (Figura 1A). Se obtuvo un amplicon de aproximadamente 240 pares de bases y la
secuencia mostré que los primeros 234 nucleétidos del ARN mitocondrial 16S sentido estaban unidos a los ultimos
25 nucleodtidos del extremo 3’ del repetido invertido. La secuencia de los 25 nucle6tidos del repetido invertido era
totalmente complementaria al ARN mitocondrial sentido entre las posiciones 51 a 75 (Figura 1A).

Si la secuencia del amplicén obtenido con los partidores 1y 6 y la secuencia obtenida con los partidores 2 y 3 se
ensamblan como secuencias contiguas, la estructura del ARN quimérico mitocondrial humano sentido resultante
confirma un asa de 50 nucleétidos y una estructura de dos hebras de al menos 769 pares de bases (Figura 1A) (ver
también SEQ ID NO 1).

Ya que el ARN de dos hebras no es digerido por ARNasa A, el tallo del ARN quimérico mitocondrial humano sentido
deberia ser resistente a esta enzima. Por otra parte, el asa de la region 3' del ARN quimérico mitocondrial 16S
sentido que se extiende mas alla de la estructura de dos hebras deberia ser digerida por la enzima. El ARN de
HelLa y de otras células fue digerido con ARNasa A (50 pg por ml), seguido por extraccion con fenol, y el material
resistente a la nucleasa se recuperdé por precipitacion en etanol. El ADNc del ARN digerido fue amplificado por PCR
usando los partidores mostrados en la Figura 1A. El amplicén de alrededor de 800 pares de bases obtenido con los
partidores 1 y 6 no fue amplificado después de la digestion con ARNasa A indicando que el asa fue digerida por la
enzima. Lo mismo acontecio con el amplicon de 360 pares de bases obtenido con los partidores 10 y 11 como se
indica en la Figura 1A. En conjunto, estos resultados indicaron que tanto el asa como la region 3’ del ARN quimérico
mitocondrial sentido que se extiende mas alla del tallo, fueron digeridos por la enzima. Por otra parte la
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amplificaciéon del amplicon de 750 pares de bases, correspondiente a la estructura de doble hebra del ARN
quimérico mitocondrial sentido y obtenido usando partidores 8 y 6, no fueron afectados por la digestiéon con ARNasa
A. La secuencia del fragmento de doble hebra resistente a la digestién por ribonucleasa era idéntica con la
secuencia esperada del tallo. Los mismos resultados se obtuvieron después de digestion del ARN total proveniente
de células HL-60 u otras células humanas.

Para determinar el extremo 5’ de la secuencia invertida repetida del ARN quimérico mitocondrial sentido, el tallo del
transcrito obtenido por digestion con ARNasa A se us6 para su analisis por RACE. La determinacion del extremo 5’
de la secuencia invertida repetida se llevd a cabo segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Los resultados
indicaron que la secuencia invertida se extiende por 46 nucleétidos adicionales desde el extremo 5’ del amplicon
obtenido por la amplificacion del ARN quimérico mitocondrial sentido con los partidores 1 y 6. En resumen, la
secuencia invertida de 815 nucleétidos se une al extremo 5’ de los primeros 865 nucleétidos del ARN mitocondrial
16S. La secuencia de este transcrito mostré un 99.8% de identidad con el gen mitocondrial humano (hebras Hy L)
(SEQ ID NO 1). Los terminales 5’ de ambos extremos del tallo de doble hebra fueron confirmados por RACE 5'.

Los resultados anteriores indicaban que el ARN mitocondrial sentido contenia un tallo o estructura de 815 pares de
bases y un asa de 50 nucleétidos. Sin embargo, esos resultados no comprobaban que el repetido invertido esta
completamente unido al ARN mitocondrial 16S sentido. El uso de métodos convencionales tales como la sintesis
del ADNc completo desde el extremo 3’ es infructuoso porque la estructura de doble hebra del transcrito representa
un problema insoluble a las transcriptasas reversas, incluyendo Tth (Myers y colab., 1991). Si el repetido invertido
de 815 nucleétidos se une a los 1559 nucledtidos del ARN mitocondrial 16S, se esperaria un transcrito de 2,3 Kb. El
andlisis por Northern blot del ARN total de células HelLa, HL-60 y MCF/7 se llevé a cabo con una sonda marcada con
p dirigida a la estructura de dos hebras del ARN quimérico mitocondrial sentido. Los resultados revelaron una
banda de alrededor de 2,4 Kb ademas de una banda de 1,6 Kb correspondientes al ARN quimérico mitocondrial
sentido y al ARN mitocondrial 16S respectivamente. Si se digiere el ARN con ARNasa A previo al Northern blot, se
obtiene una banda Unica de hibridacion de aproximadamente 0,8 Kb que corresponde al tamafio del tallo del ARN
quimérico mitocondrial sentido. En conjunto, estos resultados demuestran que el ARN quimérico mitocondrial
sentido contiene un repetido invertido de 815 nucleétidos unido al extremo 5 del ARN mitocondrial 16S sentido
correspondiente al SEQ ID NO 1.

Es posible detectar especificamente la regién de unién entre el repetido invertido y el ARN mitocondrial 16S sentido
usando una sonda de oligonucledtido. La sonda debe incluir 7 a 10 nucleétidos en cada lado del punto de unién
entre el extremo 3’ del repetido invertido y el comienzo del ARN mitocondrial 16S. Este oligonucleétido puede ser
usado para hibridacién in situ o para amplificacion por RT-PCR u otros de los métodos familiares a los expertos en la
técnica para detectar este nuevo ARN.

El ARN quimérico mitocondrial sentido esta presente en células normales en proliferacion queratinocitos de prepucio
humano, bazo, linfocitos estimulados con PHA, embriones de ratén), en células precancerosas (queratinocitos
estimulados con HPV 16 o 18, células MT-2 transformadas con HTLV-1) y en células tumorales. No esta presente
en células normales en reposo proliferativo. En la Tabla 1 (en el Ejemplo 4) se presenta un resumen de estos
resultados.

EJEMPLO 2.

Queratinocitos humanos transformados con virus papiloma sintetizan un nuevo ARN quimérico mitocondrial
sentido. (Figura 1B, SEQ ID NO 2).

Queratinocitos de prepucio humano (HFK) fueron transformados por incubacion con un lisado de células
previamente infectadas con el virus del papiloma humano 16 (HPV 16). Las células se cultivaron con 3 partes de K-
SFM, una parte de medio DMEM (Invitrogen) 5 ng/ml de EGF, 50 ug/ml de extracto de hipdfisis y 10% de suero
bovino fetal. Las condiciones del cultivo fueron 37C y 5% CO ,. Después de 24 horas de infeccion, las células HFK
se transfirieron a otro frasco y fueron cultivadas en las mismas condiciones. Luego, las células (HFK698) fueron
sucesivamente transferidas a nuevos frascos de cultivo cada 3 dias usando una razén de particion de 1:3 a 1:4.
Después del traspaso N°19 las células (HFK698 trans formadas por HPV 16) fueron cosechadas como se describié
(Hausen, 1996), colectadas por centrifugacion a 300 x g por 10 min y lavadas dos veces con tampon fosfato salino
(PBS). EI ARN total de las células se extrajo con TRIzol (Invitrogen). Alrededor de 200 nanogramos de ARN se
usaron para sintetizar el ADNc con hexameros al azar como se describié en el Ejemplo 1. El ADNc se amplifico por
PCR usando el partidor reverso 1 y el partidor directo 3 como se describe en la Figura 1A. Este protocolo de
amplificacién produjo el amplicon esperado de 210 pares de bases, en el que los primeros 31 nucle6tidos del ARN
mitocondrial sentido estan unidos al repetido invertido de 184 nucledtidos, segin como descrito previamente en el
Ejemplo 1, El analisis electroforético de los productos revelé la presencia de un amplicon de 210 pares de bases
correspondiente al ARN quimérico mitocondrial sentido ademas de otro fragmento de 150 pares de bases como se
muestra en la Figura 2. La secuencia completa de este nuevo fragmento (SEQ ID NO 2) mostr6 que los 31
nucleétidos iniciales desde el extremo 5’ del ARN mitocondrial 16S sentido se unen a un repetido inverso de 121
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nucleétidos, que es 63 nucledtidos méas corto que el ARN quimérico mitocondrial sentido de la SEQ ID NO 1. Este
repetido mas corto genera un asa mas larga de 96 nucledtidos (Figura 1B) en la estructura del ARN quimérico
mitocondrial sentido. El resto de la secuencia es idéntica a la SEQ ID NO 1. Este nuevo ARN quimérico mitocondrial
sentido no esta presente ni en células SiHa (Figura 4A ) que son células tumorigénicas transformadas con HPV 16 ni
en células humanas normales en proliferacion, tales como linfocitos humanos estimulados con PHA. Resultados
similares se obtuvieron con células HFK transformadas por HPV 18 o en células 18Nco. Las células transformadas
o inmortalizadas (pero no tumorigénicas) por HPV 16 o HPV 18 se consideran células precancerosas y por lo tanto el
nuevo ARN quimérico mitocondrial sentido es un nuevo marcador potencial de células precancerosas.

Ya que la secuencia del extremo 3’ del repetido invertido de la SEQ ID NO 2 unida al ARN mitocondrial 16S es
diferente a la misma regién de la SEQ ID NO 1, se puede usar una sonda de oligonucle6tido para la deteccion
especifica de este transcrito. La sonda debe incluir 7 a 10 nucleétidos a cada lado del punto de unién entre el
extremo 3’ del repetido invertido y el comienzo del ARN mitocondrial 16S sentido, tal como el oligonucleétido de la
SEQ ID NO 7. Este oligonucledtido puede ser usado para hibridacion in situ o para amplificaciéon por RT-PCR o
cualquier otro método familiar a los experto en la técnica para detectar este nuevo marcador especifico de células
precancerosas.

EJEMPLO 3

Las células transformadas con HTLV-1 inducen la expresién de un nuevo y tercer ARN quimérico
mitocondrial sentido (Figura 1C, SEQ ID NO 3)

Células MT-2 humanas transformadas con HLTV-1 fueron cultivadas como se ha descrito previamente (Kobayashi y
colab., 1984). Las células fueron cosechadas, centrifugadas a 300 x g por 10 min y lavadas dos veces con PBS. La
pella final fue extraida con TRIzol como se describe en el Ejemplo 1. El ADNc fue sintetizado con hexameros al azar
usando el ARN como molde y el ADNc fue amplificado por PCR usando el partidor reverso 1y el partidor directo 3,
como se representan en la Figura 1A. Como se describe anteriormente, este protocolo de amplificacion produce un
amplicon de 210 pares de bases que contiene los 31 primeros nucleétidos del ARN mitocondrial 16S sentido unido a
un repetido invertido de 184 nucledtidos que corresponde al ARN quimérico mitocondrial sentido descrito en el
Ejemplo 1. El andlisis electroforético de los productos de amplificacion reveld, ademas de la presencia del amplicon
de 210 pares de bases mencionado, una banda de cerca de 150 pares de bases (ver Figura 2). La secuencia del
amplicén de 150 pares de bases es idéntica a la secuencia del amplicon descrito en el Ejemplo 2, correspondiendo a
un segundo ARN quimérico mitocondrial sentido que se expresa también en células transformadas por HPV 16 o
HPV 18 (SEQ ID NO 2). Adicionalmente se encontré un nuevo producto de amplificacion de cerca de 100 pares de
bases (Figura 2). La secuencia de este tercer amplicon revela un repetido invertido de 61 nucle6tidos unidos al
extremo 5’ del ARN mitocondrial 16S sentido que genera un asa de 167 nucleétidos (Figura 1C; SEQ ID NO 3). Este
nuevo amplicén no estaba presente en células normales, ni en células tumorales ni en células transformadas con
HPV 16 o 18. Por lo tanto este nuevo ARN quimérico mitocondrial sentido es un marcador potencial de células
transformadas con el retrovirus oncogénico HLTV-1.

Puesto que la secuencia del terminal 3’ del repetido inverso de SEQ ID NO 3 unido al ARN mitocondrial 16S es
diferente a la misma regién de SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2, puede usarse una sonda de oligonucle6tidos para la
deteccién especifica de este transcrito. La sonda debe extenderse 7 a 10 nucleétidos a cada lado del punto de
unién entre el extremo 3’ del repetido inverso y el comienzo del ARN mitocondrial 16S sentido, tal como el
oligonucledtido de la SEQ ID NO 8. Este oligonucle6tido puede ser usado para la hibridacion in situ o la
amplificacion por RT-PDR o cualquier otro método familiar a los expertos en la técnica para detectar este marcador
especifico de células transformadas por un retrovirus oncogénico.

EJEMPLO 4
Estructura del ARN quimérico mitocondrial antisentido

Uno de nuestros experimentos iniciales indicé que en algunas de las células estudiadas existia una segunda familia
de ARNs quiméricos que corresponden al ARN quimérico mitocondrial antisentido. Para establecer la estructura del
ARN quimérico mitocondrial antisentido se utilizé la misma estrategia usada para el ARN quimérico mitocondrial
sentido (Figura 1). El ARN quimérico mitocondrial antisentido “tedrico” contenia un fragmento del ARN mitocondrial
16S sentido como un repetido inverso unido al extremo 5’ del ARN mitocondrial 16S antisentido. Este Gltimo ARN es
transcrito de la hebra L del ADN mitocondrial y corresponde al gen mitocondrial 16S (Figura 3). Para amplificar este
ARN se hibridizé un partidor reverso cerca del extremo 5 del ARN mitocondrial 16S antisentido y los partidores
directos se hibridizaron en diferentes posiciones del posible fragmento del repetido invertido (Figura 3). Se usé ARN
total de linfocitos humanos estimulados con PHA por 48 horas como molde. El ADNc fue sintetizado con hexameros
al azar como se describe en el Ejemplo 1. La amplificacién de ADNc por PCR se llevé a cabo con el partidor reverso
ubicado cerca del comienzo del extremo 5’ del ARN mitocondrial 16S antisentido (partidor 1, Figura 3) y diferentes
partidores directos ubicados en el repetido invertido (Figura 3). Se obtuvo sélo tres amplicones que diferian en el
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tamano del repetido invertido y en el tamafio del asa. Estos amplicones fueron purificados y secuenciados. Uno de
estos ARNs quiméricos mitocondriales antisentido contiene un repetido inverso de 365 nucleétidos y un asa de 17
nucleétidos (SEQ ID NO 4). Otro ARN contiene un asa de 96 nucleotidos y un repetido invertido de 189 nucle6tidos
(SEQ ID NO 5). Una tercera especie de ARN quimérico mitocondrial antisentido contiene un repetido invertido de
296 nucleétidos y un asa de 451 nucleétidos (SEQ ID NO 6). Las secuencias de los tres ARNs quiméricos
mitocondriales antisentido eran 99,8 por ciento homdlogas con la secuencia del gen del ADN mitocondrial (hebras H

yL).

Los resultados, que seran presentados en los ejemplos siguientes, indican que hay una diferencia importante entre
células pretumorales y células tumorales y células normales en proliferacién respecto a la expresion del ARN
quimérico mitocondrial antisentido. Todas las células en proliferacién sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial
sentido. Sin embargo, mientras las células normales en proliferacion también expresan ARN quimérico mitocondrial
antisentido, su transcripcion es inhibida en células tumorales. Las células en reposo proliferativo no expresan
ningin ARN quimérico mitocondrial. Por lo tanto la expresién diferencial de estos ARN representa un nuevo y
poderoso marcador de la carcinogénesis, que puede ser detectado por hibridacién in situ, Northern blot, RT-PCR o
TMA u otros métodos conocidos por los expertos en la técnica.

Un resumen de la expresion diferencial de los ARNs quiméricos mitocondriales sentido y antisentido se presenta en
la Tabla 1

Tabla 1.
Expresion de los ARNs quiméricos en células de diferentes tipos.
ARNS quiméricos Normal Normal  Transformadas Transformadas Cancer

mitocondriales  en reposo proliferando  por HPV por HTLV-1

SEQ ID NO1 -- +++++ +++++ +++++ 4+
Sentido

SEQ ID NO 2 -- -- 4+ A+ -
Sentido

SEQIDNO 3 -- - - A+ -
Sentido

SEQID NO 4 -- +++++ +/- +/- +/-
Antisentido

SEQID NO 5 -- +++++ +/- +/- +/-
Antisentido

SEQ ID NO 6 - +++++ +/- +/- +/-

Antisentido

+y - : nivel relativo de expresion por hibridacion in situ.
EJEMPLO 5.

Las células tumorales sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido (SEQ ID NO 1) e inhiben la
expresion del ARN quimérico mitocondrial antisentido (SEQ ID NOS 4, 5y 6).
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Se us6 la hibridacion in situ para determinar la expresion del ARN quimérico mitocondrial sentido en lineas de
células tumorales en cultivo. Para la hibridacién in situ se cultivaron células adherentes de tumores en portaobjetos
de 8 camaras (Lab-Tek®, NUNC) por 24 a 48 h a 37°C usando los medios y condiciones apropiados recomendadas
por la American Tissue Culture Collection o ATCC. Las células no adherentes (por ejemplo HL-60, Jurkat y Ramos)
se cultivaron en frascos pequefios por 48 h a 37°C. Las células fueron recuperadas por centrifugacion a 300 x g por
10 min, resuspendidas en un pequefio volumen de PBS vy alicuotas de 10 a 20 pul se colocaron en portaobjetos de
vidrio previamente cubiertos con polilisina o la proteina adhesiva de cholgas (Burzio y colab., 1997). Se dejaron
secar las muestras a temperatura ambiente por 30 min.

Las células fueron lavadas tres veces con PBS Yy fijadas con paraformaldehido al 4% por 10 min a temperatura
ambiente. Los portaobjetos fueron lavados tres veces con PBS por 5 min e incubados en HCI 0,2 N por 10 min a
temperatura ambiente. Las células fueron lavadas otra vez tres veces, primero con PBS y después y luego con SSC
2X por 10 min (SSC 2X: NaCl 0,3 M, citrato de sodio 30 mM, pH 7,0) (Sambrook y colab., 1989) a temperatura
ambiente. La prehibridacion se llevd a cabo durante 30 min a 37°C en una soluciéon que contenia SSC 4X, sulfato de
dextrano 10%, 150 pug/ml de ARNt de levaduras y ADN de espermatozoides de arenque, formamida 50% y solucién
de Denhardt 1X (Ficol tipo 400 0,2 mg/ml, polivinilpirrolidona 0,2 mg/ml y BSA 0,2 mg/ml). La hibridacion se llevé a
cabo por 15 horas a 37°C en la mezcla de prehibridacion que contiene 3,5 pmoles de las sondas dirigidas a los
ARNs quiméricos mitocondriales sentido y antisentido. Las sondas contenian 20 o mas deoxinucleétidos dirigidos a
diferentes regiones de los ARNs quiméricos mitocondriales sentido y antisentido (ver SEQ ID Nos 99 a 197 y SEQ ID
Nos 9 a 98 respectivamente). Las sondas estaban marcadas previamente en el extremo 3’ con digoxigenina-11-
dUTP (Roche) y transferasa terminal (Promega) como ha sido previamente descrito (Villegas y colab., 2000). Los
portaobjetos fueron lavados para eliminar el exceso de sondas, primero con 2X SSC por 10 min a temperatura
ambiente, luego con SSC 1X por 30 min a 45°C y finalmente con SSC 0,2X a temperatura ambiente.

Después de la hibridacién, las células fueron incubadas por 30 min en tampén de bloqueo (BSA 1%, Triton X-1000
0,3% en PBS) y luego incubadas por 2 h a temperatura ambiente con anticuerpo monoclonal anti-digoxigenina
conjugado con fosfatasa alcalina (Roche) previamente diluido 1:500 en tampén de bloqueo. Finalmente los
portaobjetos se lavaron dos veces con PBS y la reaccion colorimétrica se efectué con una mezcla de substrato
BCIP/NBT (DAKO) como ha sido previamente descrito (Villegas y colab., 2000).. EI mismo procedimiento fue
empleado para FISH, usando anticuerpos antidigoxigenina conjugados con fluorosceina o rodamina.

Como se muestra en las Figuras 4A y 4B, la hibridacién in situ con una sonda que corresponde a la SEQ ID NO 63,
marcada con digoxigenina revela que las células tumorales humanas sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial
sentido. La hibridacién in situ con la sonda correspondiente a la SEQ ID NO 64 marcada con digoxigenina dié
resultado negativo indicando la inhibicion de la expresion del ARN quimérico mitocondrial antisentido . Los mismos
resultados se obtuvieron con sondas de oligonucleétidos dirigidas a otras regiones del ARN quimérico mitocondrial
sentido y antisentido.

EJEMPLO 6

Las células tumorales de biopsias humanas sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido (SEQ ID
NO 1) e inhiben la expresion del ARN quimérico mitocondrial antisentido (SEQ ID Nos 4, 5y 6).

Se obtuvieron biopsias humanas de patélogos o muestras de tejidos de DAKO. La mayor parte de las muestras
estaban incluidas en parafina y fijadas en formalina. Otras muestras de tejido se fijaron con reactivo de Boiun y
también se utilizaron muestras congeladas.

Secciones de tejidos de 4 a 8 um fueron dispuestas en portaobjetos previamente cubiertos con polilisina o con la
proteina polifendlica adhesiva de la cholga Aulacomya ater (Burzio y colab., 1997). Las secciones embebidas en
parafina sdlida se incubaron por 1h a 60°C y la parafina se removio por 3 lavados con xilol de 15 min cada uno. Las
secciones se secaron al aire y se lavaron cuatro veces con PBS. Luego las secciones se incubaron en HCI 0,2 N
por 10 min a temperatura ambiente y luego se lavaron cuidadosamente con PBS. Luego, las muestras fueron
hibridadas in situ con las sondas antisentido marcadas con digoxigenina segun el protocolo descrito en el Ejemplo 4.
Un corte paralelo fue hibridizado con una sonda sentido correspondiente a la misma region del ARN quimérico
mitocondrial sentido.

Como se ve en la Figura 5A, las células presentes en tumores de glandula mamaria, cervicouterinos, carcinomas de
vejiga y de pulmdn revelaron una fuerte tinciéon con las sondas dirigidas al ARN quimérico mitocondrial sentido
indicando fuerte presencia de este transcrito. Por otra parte la hibridacion in situ con la sonda dirigida al ARN
quimérico mitocondrial antisentido fue negativa, indicando la inhibicion de este transcrito (Fig 5A). Otros tumores
también sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial sentido e inhiben la expresién del ARN quimérico mitocondrial
antisentido (Figura 5B).

EJEMPLO 7
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Las células normales en proliferacion sobreexpresan los ARNs quiméricos mitocondriales sentido y
antisentido.

Usando el mismo protocolo de hibridacion descrito en los Ejemplos 5 y 6, la expresion del ARN quimérico
mitocondrial sentido fue determinada en células en proliferacion. Como se ve en la Figura 6, células HFK,
espermatogonias, células del bazo y células en proliferacion de embrién de ratén, mostraron un fuerte sefial de
hibridacién la que indica sobreexpresion del ARN quimérico mitocondrial sentido. Por contraste las células que no
proliferan, como las del musculo, cerebro e higado, no mostraron la sefal, indicando que el ARN quimérico
mitocondrial sentido no se expresa o la expresion es inhibida en dichas células.

Sin embargo, cuando la hibridacién in situ en células en proliferacion se efectué con sondas dirigidas al ARN
quimérico mitocondrial antisentido, también se observo una fuerte sefial (Figura 6). Varios controles analizados
paralelamente a las muestras indican que la sefial de hibridacién con dichas sondas no se debe a un artefacto. La
sefial de hibridacién desaparecia si la hibridacion in situ se realizaba con la sonda marcada junto a un exceso (50 a
100 veces) de la misma sonda no marcada con digoxigenina. Si antes de la hibridacion las muestras eran
incubadas con ribonucleasa A por la noche, la sefial de hibridacién no aparecia. Ademas, no se observaba sefial de
hibridacion si la hibridacion se hacia con una sonda marcada dirigida al ARN quimérico mitocondrial antisentido
incluyendo 4 nucleétidos no complementarios.

EJEMPLO 8

Los linfocitos humanos normales, estimulados con fitohemaglutinina (PHA) sobreexpresan los ARNs
quiméricos mitocondriales sentido y antisentido

Cinco ml de sangre proveniente de pacientes sanos se colectaron con EDTA. La sangre se diluy6é con un volumen
de NaCl 0,9% y la mezcla se coloc6 sobre 5 ml de Histopaque-1077 (Sigma) en un tubo de centrifuga. Los tubos
fueron centrifugados a 800 x g por 20 min a temperatura ambiente. Las células blancas de la interfase fueron
colectadas, diluidas con dos volimenes de NaCl 0,9% y centrifugadas a 250 x g por 10 minutos a temperatura
ambiental. Las células colectadas se resuspendieron y lavaron dos veces con medio RPMI 1640 suplementado con
200 mM glutamina, 10 mM aminoacidos no esenciales, penicilina y estreptomicina sin suero fetal de bovino. El
sedimento final se resuspendié en el mismo medio con suero fetal de bovino al 10%. EI nimero de linfocitos
humanos se determind por conteo bajo el microscopio en una cadmara de Neubauer.

Los linfocitos humanos fueron cultivados en placas de microtitulacion de 96 pocillos en medio RPMI 1640
suplementado como se describié més arriba, méas 10 % suero bovino fetal a 37°C y con CO; al 5%. Cerca de 30.000
linfocitos por pocillo se cultivaron con o sin 10 pg/ml del mitdgeno PHA, que induce la proliferacion (Yu y colab.,
1991). Después de 48 a 72 h de tratamiento con PHA, las células estan dedicadas activamente a la sintesis de ADN
como se demostro por la incorporacion de timidina H3 o BrdU (Yu y colab., 1991). Ademas, después de 48 horas de
estimulacion con PHA los linfocitos sobreexpresan otros marcadores de proliferacion celular tal como el antigeno
nuclear de células en proliferacién o PCNA y Ki-67 (Bantis y colab., 2004) (Figura 7). Los linfocitos en reposo o
controles no expresaron dichos antigenos (Figura 7).

Para determinar si los linfocitos expresaban los ARNs quiméricos mitocondriales sentido, las células fueron
sometidas a hibridacién in situ con sondas oligonucleotidicas marcadas con digoxigenina y dirigidas al ARN
quimérico mitocondrial sentido. El protocolo de hibridacion in situ empleado fue descrito en Ejemplo 5. Se obtuvo
una fuerte sefal de hibridacion que indican la sobreexpresion de este transcrito (Figura 7). La sefial de hibridacion
fue similar en intensidad a la observada en células tumorales u otras células normales en proliferacién (Comparar la
Figura 7 con la Figura 4 A y B, Figura 5A y B). No se observd sefial de hibridacion en los linfocitos controles,
incubados sin PHA (Figura?).

Cuando se llevé a cabo la hibridacion in situ con sondas oligonucleotidicas marcados con digoxigenina y dirigidas al
ARN quimérico mitocondrial antisentido, se obtuvo una sefal de hibridacion igualmente fuerte (Figura 7). Diversos
controles se realizaron para descartar la posibilidad que la sefial de hibridacion se debiera a artefactos. La sefial de
hibridacion desaparece si la hibridacion in situ se realiza con la sonda marcada junto con un exceso (50 a 100
veces) de la misma sonda sin marcar con digoxigenina. Si se incuban las muestras con ribonucleasa A por la noche,
la sefial de hibridacion desaparece. Tampoco se observa sefial de hibridacion si ésta se lleva a cabo con una sonda
que contenga 4 nucleétidos no complementarios. En contraste, no se obtiene sefial en la hibridacién in situ de
linfocitos no estimulados (Figura 7). En conclusién, los linfocitos humanos normales estimulados a proliferar
sobreexpresan ambos, el ARN quimérico mitocondrial sentido y el ARN quimérico mitocondrial antisentido. Estos
transcritos no se expresan en células en reposo proliferativo.

EJEMPLO 9

El ARN quimérico mitocondrial sentido muestra diferentes localizaciones en células normales y tumorales.
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Las hibridaciones in situ descritas en los Ejemplos 5 y 6, muestran que en varias lineas de células tumorales y en
células tumorales de biopsias humanas el ARN quimérico mitocondrial sentido se localiza preferentemente en el
citoplasma. Sin embargo, en algunas biopsias de tumores se identificd una clara localizaciéon nuclear de los
transcritos (Figura 4 A, B).

Un hallazgo sorprendente fue la localizacion del ARN quimérico mitocondrial sentido en el nucléolo. La hibridacion
in situ realizada como se informa en el Ejemplo 5, reveld una sefial de hibridacién positiva en el nucléolo de células
HelLa y SiHa (Figura 8). La sefal de hibridacion era méas fuerte en el nucléolo de célula HFK transformada con HPV
16 (Figura 8). La localizacion nucleolar ha sido encontrada también en células tumorales en tumores de glandula
mamaria y rabdomiosarcoma (Figura 8).

Estudios de colocalizacion indican que el ARN quimérico mitocondrial sentido ubicado en el citoplasma esta situado
fuera de las mitocondrias y asociado a endosomas tardios/ lisosomas. Si los estudios de colocalizacién se realizan
con marcadores de mitocondrias tal como Mitotrack (Molecular Probes) o anticuerpos anticitocromo ¢ (Promega) o
anti endonucleasa G (Chemicon) la hibridacion in situ muestra una colocalizacion pobre. Sin embargo, se encontré
una colocalizacion perfecta entre la sefial de hibridacién y los marcadores inmunoquimicos de endosomas
tardios/lisosomas tales como Lysotrack (Molecular Probes) o anticuerpos anti-Lamp-2 (BD Pharmigen) o
anticatepsina D (Zymed).

Células Hela fueron hibridadas in situ con sondas de oligonucleé6tidos marcadas con digoxigenina como se describe
en el Ejemplo 5. Después de los procedimientos de posthibridacion y lavado, las células fueron incubadas con un
anticuerpo antidigoxigenina marcado con rodamina y un anticuerpo anti Lamp-2 marcado con fluorosceina. Después
de incubacién por 3 h en la oscuridad, los portaobjetos fueron lavados, montados y analizados en un microscopio
confocal Zeiss. Se obtuvo una clara colocalizaciéon de la sefial de hibridaciéon con la localizacion de Lamp-2.
También se obtuvo colocalizacion de la sefial de hibridacién con Lysotrack o anticuerpos anticatepsina D como
marcadores de la fraccién lisosomal. Hasta donde sabemos, esta es la primera informacion que un ARN (en
especial un transcrito mitocondrial) se asocia a los lisosomas de una célula. La determinacion de la localizacién del
ARN quimérico mitocondrial sentido en células tumorales puede tener valor predictivo para pacientes de cancer. En
general, en células normales en proliferacion, los ARN quimérico mitocondrial sentido y antisentido se localizan
principalmente en el ndcleo

EJEMPLO 10

El tratamiento in vitro de células tumorales con oligonucleétidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial
antisentido induce la muerte celular.

Células HL-60 fueron cultivadas en las condiciones 6ptimas recomendadas por la ATCC. Alrededor de 30.000
células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos. Se agregé oligonucleétidos (2 uM) dirigidos al ARN quimérico
mitocondrial sentido o antisentido. Para aumentar la permeabilidad de las células, los oligonucle6tidos se agregaron
mezclados con lipofectamina u 6ligofectaminas (Invitrogen) o con polietilenimida (PEI) (Exgen TM 500, Fermentas).
Se prefiri6 PElI porque es virtualmente no téxica para las células. Las células fueron incubadas con los
oligonucledtidos por 6 h y el porcentaje de sobrevivencia celular fue establecido por la permeabilidad a Azul Tripan.
Después de 6 h de incubacion con los oligonucleétidos muere un porcentaje importante de las células. Sin embargo,
los oligonucledtidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial antisentido fueron mas efectivos en inducir la muerte
celular (cerca de 90% versus 15% de mortalidad celular). Por otra parte, no se indujo apoptosis cuando las células
fueron tratadas con oligonucleétidos dirigidos al ARN mitocondrial 12S o el ARNm de la unidad ND1 o con
oligonucledtidos con secuencias con orden alterado, o con oligonucleétidos que contienen 4 nucleétidos no
complementarios, todos los cuales fueron usados como control. Los oligonucleétidos usados contienen uniones
fésforotioato en los primeros 5 nucledtidos del extremo 5’ y en los uUltimos cinco nucledtidos del extremo 3'. En
promedio los 10 nucledtidos centrales contienen enlaces fosforodiéster.

Para establecer si el tratamiento de las células con estos oligonucleétidos induce la fragmentacion del ADN, las
células HL-60 fueron incubadas con oligonucleétidos por 6 h bajo las mismas condiciones descritas antes.
Alrededor de 30.000 células HL-60 fueron cultivadas en 200 pl de UDMEM mas suero bovino fetal al 10 % en placas
de 96 pocillos junto con 1 uM de oligonucleodtidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial sentido o dirigidos al ARN
quimérico mitocondrial antisentido. La composicién de la mezcla de oligonucleotidos con PEI agregada fue la misma
descrita en la seccién anterior. Después de una incubacion de 6 h con los oligonucleétidos, se analizo la
fragmentacién del ADN celular usando el ensayo TUNEL (DeadEnd Colorimetric TUNEL System, Promega). Como
se ve en la Tabla 2, cerca del 96% de las células mostré fragmentacion del ADN después del tratamiento con
oligonucledtidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial antisentido. El tratamiento con la droga estaurosporina
logré una cifra similar. Los oligonucle6tidos con secuencias con orden alterado u oligonucleétidos que contienen
bases no complementarias, no mostraron efectos. En contraste, sélo alrededor de 20% de las células murié cuando
fueron tratadas con un oligonucleétido dirigido al ARN quimérico mitocondrial sentido (Tabla 2). Como se mostré
previamente, las células tumorales inhiben la expresién del ARN quimérico mitocondrial antisentido y en
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consecuencia estas célula poseen un bajo nimero de copias de este transcrito. Por lo tanto, la muerte celular es
inducida mas eficientemente por los oligonucleétidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial antisentido. Estos

resultados sugieren poderosamente que el bajo nimero de copias del ARN quimérico mitocondrial en células
tumorales constituye un blanco para la terapia del cancer.
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Tabla 2.
Oligonucledtidos complementarios al ARN quimérico mitocondrial antisentido inducen apoptosis en células HL-60.
Tratamiento Porcentaje de células apoptoéticas

Determinado por TUNEL

Control 3.0 %
Oligonucledtidos 96.7 %
complementarios al ARN

quimérico antisentido

Oligonucledtidos que contienen

4 nucleétidos no complementarios 4.0 %
Oligonucledtidos con secuencia 35 %
con orden alterado

Oligonucledtidos 26.7 %
complementarios al ARN

quimérico sentido

Estaurosporina 98.4 %
Oligonucledtidos 37 %
complementarios al ARN

sentido 12S.

Oligonucledtidos 41 %
complementarios al ARN

antisentido 12S.

En otro estudio , determinamos si el tratamiento de células con oligonucledtidos dirigidos al ARN quimérico
mitocondrial antisentido induce la activacién de caspasas. Las caspasas son enzimas proteoliticas involucradas
activamente en la muerte celular programada o apoptosis. Células HL-60 fueron incubadas con oligonucleétidos
dirigidos ARN quimérico mitocondrial antisentido o con estaurosporina por 6 h bajo las condiciones de cultivo
descritas anteriormente. Luego se agregd VAD-fmk (CaspaCe FITC-VAD-FMK, Promega) conjugado con
fluoresceina al cultivo, y se incubé por 30 min a 37°C. Vad-fmk es un fuerte inhibidor de las caspasas y se une a las
proteasas con muy alta afinidad (Gracia-Calvo y colab., 1998). Las células fueron lavadas por centrifugacion,
montadas en portaobjetos y observadas en un microscopio de fluorescencia. Como se muestra en la Figura 9, el
tratamiento de las células HL-60 con el oligonucleétido dirigido al ARN quimérico mitocondrial antisentido indujo
activacion de las caspasas, hasta un nivel similar al alcanzado con estaurosporina. No se obtuvo activacién de
caspasas con oligonucleétidos dirigidos contra el ARN mitocondrial 12S antisentido usado como control.

Las células tratadas con oligonucledtidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial antisentido muestran otros

cambios compatibles con apoptosis. La observaciéon al microscopio electrénico muestra fragmentacion nuclear y
condensacion de cromatina. La fragmentacién nuclear se demostré también tifiendo los ndcleos con DAPI.
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Después del tratamiento con estos oligonucledtidos dirigidos al ARN quimérico mitocondrial antisentido, las células
sufren fragmentacion nuclear como revela la tincién con DAPI (Figuras 9E y 9F).

EJEMPLO 11.

Otras células tumorales también sufren muerte celular cuando son tratadas con oligonucleétidos
complementarios al ARN quimérico mitocondrial antisentido.

Otras células tumorales fueron tratadas con oligonucleétidos complementarios al ARN quimérico mitocondrial
antisentido segun el protocolo descrito en el Ejemplo 10. Las células fueron incubadas en sus condicién 6ptima de
acuerdo a la recomendacion de la ATCC y se agreg6 oligonucleétido 2 uM junto con PEI durante el periodo inicial de
experimento. Seis horas después se efectué una segunda adicién del oligonucleétido a la misma concentracién y se
determiné el efecto unas 15 h después de iniciar el experimento. La muerte celular se determiné por tincién con
DAPI y por recuento del nimero de células con nucleo fragmentado. Como se ve en la Tabla 3, sobre un 70% de
las células tratadas con oligonucledtidos sufren apoptosis. Es importante notar que las células de melanoma,
células de linfoma y las del carcinoma mamario MCF/7, conocidas por su resistencia al tratamiento por drogas,
sufren apoptosis en gran proporcion (Tabla 3).

Tabla 3.

Induccioén de apoptosis en células tumorales por tratamiento con oligonucleétidos complementarios al ARN quimérico
mitocondrial antisentido.

Células Porcentaje de Células Apoptéticas*

(tincién con DAPI )

MCF/7 89 %9
Melanoma 4295 86 %=x7
Hep G2 93 %z+3
Hela 91 %+5
DuU145 89 %6
Linfoma de Devernelle 87 %5
Caco-2 64 %=x7

* El tratamiento fue por 15 h con oligonucledtidos 2 uM. La apoptosis en células sin tratamiento o tratadas con
oligonucleétidos desordenados o0 no complementarios, varia entre 3 y 10%

Para determinar si hay regiones en el transcrito que sean blancos mas eficientes en inducir apoptosis por parte de
los oligonucledtidos se realizaron los siguientes experimentos. La induccion de apoptosis se estudié en células
HelLa, HL-60 y MCF/7 con oligonucleétidos de alrededor de 20 nucleétidos, dirigidos cada aproximadamente 30
nucleétidos, partiendo de el extremo 5 del ARN quimérico mitocondrial antisentido. Al tiempo cero se agregaron
1uM de oligonucledtidos junto con PEI. Este tratamiento fue repetido 6h mas tarde. Quince horas después del
comienzo del experimento la proporcion de células en apoptosis se determiné por tratamiento con DAPI y recuento
de las células con nucleos fragmentados. Aun cuando la mayoria de los oligonucleétidos produjeron un grado
variable de apoptosis, la region de una hebra del ARN quimérico mitocondrial antisentido resultdé un mejor blanco
para inducir la muerte celular. Los oligonucleétidos dirigidos a la posible region de doble hebra o la estructura de
asa del ARN quimérico mitocondrial antisentido fueron menos efectivos.

La apoptosis puede ser determinada por tincién con azul tripan, tincion de yoduro de propidio e inmunoquimica de
anexina. En dichas técnicas, las células pueden ser analizadas por microscopia fluorescente o citometria de flujo.
La fragmentacion del DNA puede ser medida por TUNEL o por electroforesis para revelar el tamafio de los trozos de
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ADN. El andlisis por Western blot puede ser usado para determinar el procesamiento de proteinas tales como las
caspasas, poli(ADP-Rib) sintetasa, etc.

EJEMPLO 12

Las células normales en proliferacion o en reposo tratadas con oligonucledtidos complementarios al ARN
guimérico mitocondrial antisentido son refractarias a la apoptosis.

Como se describié anteriormente las células normales en proliferacion sobreexpresan el ARN quimérico mitocondrial
antisentido asi como el ARN quimérico mitocondrial sentido. Las células en reposo proliferativo no expresan
ninguno de estos transcritos. Por lo tanto es importante determinar si los oligonucleétidos complementarios al ARN
quimérico mitocondrial antisentido inducen la muerte de las células normales.

Linfocitos humanos se estimularon con PHA 10 pg por ml por 48 h como se describe en el Ejemplo 8.
Paralelamente linfocitos control se incubaron también 48 h pero sin PHA. A las 48 h se les agreg6 15 puM de
oligonucleétido mezclado con PEI (ver Ejemplo 10) a los cultivos de células estimuladas y controles, los que después
fueron incubados por 15h. La concentracién de oligonucleétido fue 10 veces mayor que la concentracion usada en
experimentos anteriores (1 — 2 uM). Otras muestras de linfocitos estimulados o control se trataron con 0.4 uM
estaurosporina por el mismo periodo de tiempo. Al terminar el experimento la muerte celular fue medida por tincién
con azul tripan o DAPI. Como se ve en la Figura 10, los linfocitos control y los linfocitos estimulados con PHA
incubados por 15 h sin oligonucledtido mostraron un nivel similar de apoptosis espontanea que variaba entre 7 y
10% en diferentes experimentos. Un resultado similar se obtuvo con una concentracion menor (1 — 2 uM) de
oligonucleétido. También los linfocitos controles y estimulados incubados con 15 uM de oligonucleétido mostraron
un parecido bajo nivel de apoptosis (alrededor de 10%) (Figura 10). Por el contrario, los linfocitos control o
estimulados con PHA e incubados con estaurosporina también por 15 h tuvieron sobre el 80% de apoptosis (Figura
10). Este es un resultado muy importante porque demuestra que las células normales en reposo proliferativo o las
células normales en proliferacion, como los linfocitos humanos son refractarias a la induccion de apoptosis por
oligonucledtidos complementarios al ARN quimérico mitocondrial antisentido. En otras palabras, la induccion de
apoptosis en células tumorales interfiriendo con el ARN quimérico mitocondrial antisentido es una tactica selectiva
para la terapia del cancer.
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210>SEQIDNO 1
<211> LONGITUD: 2374
<212> TIPO: DNA
<213> ORGANISMO: Homo sapiens
<220> CARACTERISTICAS:
<222> UBICACION:

<223> OTRA INFORMACION
<400> SECUENCIA: 1

tctaatactg
agttcctttt
gggt aat aat
tttaatctga
gttcttctat
goatttttta
gcctactatg
agctgttcct
aaat tt aaag
tttgtcgcect
tagctgttct
gttatttcta
ttggttataa
tctatcgcct
caccttacta
aatt gaaacc
gcat aatata
tttgcaagga
aaagagcaca
cctaccgagc
gcccacagaa
ctttggacac
ct aaaagcag
caaacat at a
taatgttagt
acact gaact
tcactgtcaa
cggcaaat ct
ggcaccgcct
gcat aat cac
tctcttactt
gacgagaaga
ggt cct aaac
caacctccga
gat ccaat aa
agagtccat a
gcagccgcta

gt gat gct ag
acttttttta
gacttgttgg
cgcaggctta
agggt gat ag
ggt agt gggt
ggt gt t aaat
ctttggacta
tt gaact aag
ctacctat aa
taggt agctc
gttaattcat
tttttcatct
atactttatt
ccagacaacc
tggcgcaat a
gcaaggact a
gagccaaagc
cccgtctatg
ctggt gat ag
ccctct aaat
t aggaaaaaa
ccaccaatta
act gaactcc
at aagt aaca
gacaatt aac
cccaacacag
taccccgcect
gcccagt gac
ttgttcctta
ttaaccagtg
ccct at ggag
t accaaacct
gcagtacatg
cttgaccaac
t caacaat ag
ttaaaggttc

aggtgatgtt
acctttcctt
ttgattgtag
tgcggaggag
attggtccaa
gttgagcttg
tttttactct
acagtt aaat
attctatctt
atcttcccac
gtctggtttc
t at gcagaag
ttcccttgeg
t gggt aaat g
ttagccaaac
gat at agt ac
acccct at ac
t aagaccccc
tagcaaaat a
ctggttgtcc
ccccttgtaa
ccttgtagag
agaaagcgtt
tcacacccaa
t gaaaacat t
agcccaat at
gcat gct cat
gtttaccaaa
acatgtttaa
aat agggacc
aaatt gacct
ctttaattta
gcat t aaaaa
ct aagacttc
ggaacaagtt
ggtttacgac
gtttgttcaa

tttggtaaac
at gagcat gc
at at t gggct
aatgttttca
ttgggt gt ga
aacgctttct
ct ct acaagg
ttacaagggg
ggacaaccag
tattttgcta
gggggtctta

gt at aggggt
gtactatatc

gtttggctaa
catttaccca
cgcaagggaa
cttctgcata
gaaaccagac
gt gggaagat
aagat agaat
atttaact gt
agagt aaaaa
caagct caac
tt ggaccaat
ctcctccgea
ct acaat caa
aaggaaaggt
aacat cacct
cggccgeggt
t gt at gaat g
gcccgt gaag
ttaat gcaaa
tttcggttgg
accagt caaa
accct aggga
ctcgatgttg
cgat t aaagt

30

aggcggggt a
ctgtgttggg
gttaattgtc
tgttacttat
ggagt t cagt
taatt ggt gg
ttttttccta
atttagaggg
ct at caccag
cat agacggg
gctttggetce
tagtccttgce
tattgcgcca
acctagcccc
aat aaagt at
agat gaaaaa
at gaat t aac
gagct accta
ttat aggt ag
cttagttcaa
t agt ccaaag
atttaacacc
acccact acc
ct at caccct
t aagcct geg
ccaacaagt c
t aaaaaaagt
ct agcat cac
accct aaccg
gct ccacgag
aggcgggcat
cagt acct aa
ggcgacct cg
gcgaact act
taacagcgca
gat caggaca
cct acgt gat

agatttgccg
ttgacagtga
agttcagt gt
actaacatta
tatatgtttg
ctgcttttag
gt gt ccaaag
ttctgtgggc

gct ngt agg
tgtgctcttt

tccttgcaaa
tatattatgc
ggtttcaatt
aaacccactc
aggcgat aga
tt at aaccaa
t agaaat aac
agaacagct a
aggcgacaaa
ctttaaattt
aggaacagct
cat agt aggc
t aaaaaat cc
at agaagaac
t cagatt aaa
attattaccc
aaaaggaact
cagtattaga
t gcaaaggt a
ggttcagctg
aacacagcaa
caaacccaca
gagcagaacc
atactcaatt
atcctattct
t cccgat ggt
ctgagttcag

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
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2220



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2365511713

accggagtaa tccaggtcgg tttctatcta ccttcaaatt cctccctgta cgaaaggaca 2280
agagaaat aa ggcctacttc acaaagcgcc ttcccccgta aatgatatca tctcaactta 2340
gtattatacc cacacccacc caagaacagg gttt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 2
<211> LONGITUD: 1679
<212> TIPO: DNA
<213> ORGANISMO: Homo sapiens
<220> CARACTERISTICAS:
<222> UBICACION:

<223> OTRA INFORMACION
<400> SECUENCIA: 2

ggggtcttag

t at aggggt t
t gct aaacct

tacccaaat a
agggaaagat
tgcat aatga
ccagacgagc
gaagatttat
tagaatctta
aactgttagt
t aaaaaattt
ct caacaccc
accaat ct at
tccgcat aag
aat caaccaa
aaaggttaaa
tcacctctag
cgcggt accc
t gaat ggctc
gt gaagaggc
t gcaaacagt
ggttggggcg
gt caaagcga
t agggat aac
atgttggatc
taaagtccta
aaattcctcc
ccgt aaat ga

ctttggcetct
agtccttgct
agccccaaac
aagt at aggc
gaaaaatt at
att aact aga
tacct aagaa
aggt agaggc
gttcaacttt
ccaaagagga
aacacccat a
act acct aaa
caccct at ag
cctgcgt cag
caagtcatta
aaaagt aaaa
cat caccagt
t aaccgt gca
cacgagggtt
gggcat aaca
acct aacaaa
acct cggagc
act act at ac
agcgcaat cc
aggacat ccc
cgtgatctga
ct gt acgaaa
tatcatctca

ccttgcaaag
atattatgct
ccact ccacc
gat agaaat t
aaccaagcat
aataactttg
cagct aaaag
gacaaacct a
aaatttgccc
acagctcttt
gt aggcct aa
aaat cccaaa
aagaact aat
at t aaaacac
ttaccctcac
ggaact cggc
at t agaggca
aaggt agcat
cagctgtctc
cagcaagacg
cccacaggt c
agaacccaac
tcaattgatc
tattctagag
aat ggt gcag
gtt cagaccg
ggacaagaga
acttagtatt

ttatttctag
tggtt at aat
ttactaccag
gaaacct ggc
aat at agcaa
caaggagagc
agcacacccg
ccgagcct gg
acagaaccct
ggacact agg
aagcagccac
cat ataact g
gtt agt at aa
t gaact gaca
t gt caaccca
aaat cttacc
ccgect gece
aat cact t gt
ttacttttaa
agaagaccct
ct aaact acc
ct ccgagcag
caat aacttg
tccat at caa
ccgctattaa
gagt aat cca
aat aaggcct
at acccacac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 3
<211> LONGITUD: 1635
<212> TIPO: DNA
<213> ORGANISMO: Homo sapiens
<220> CARACTERISTICAS:
<223> OTRA INFORMACION:
<222> UBICACION:

<400> SECUENCIA: 3

ggggtcttag

tat aggggt t
ccttagccaa

t agat at agt
taacccct at
gct aagaccc
t gt agcaaaa

ctttggctct
agt cctt gct
accatttacc
accgcaaggg
accttctgca
ccgaaaccag

t agt gggaag

ccttgcaaag
aaacct agcc
caaat aaagt
aaagat gaaa
taatgaatta
acgagct acc
atttataggt

ttatttctag
ccaaacccac
at aggcgat a
aatt at aacc
act agaaat a
t aagaacagc
agaggcgaca

31

ttaattcatt
ttttcatctt
acaaccttag
gcaat agat a
ggact aaccc
caaagct aag
tct at gt agc
t gat agct gg
ct aaat cccc
aaaaaacctt
caatt aagaa
aact cct cac
gt aacat gaa
att aacagcc
acacaggcat
ccgeetgttt
agt gacacat
tccttaaata
ccagt gaaat
at ggagcttt
aaacct gcat
tacat gct aa
accaacggaa
caat agggtt
aggttcgttt
ggtcggtttc
actt cacaaa
ccacccaaga

ttaattcatt
tccaccttac
gaaat t gaaa
aagcat aat a
actttgcaag
t aaaagagca
aacct accga

at gcagaagg
tcccttgegg
ccaaaccatt
t agt accgca
ctataccttc
acccccgaaa
aaaat agt gg
tt gt ccaaga
ttgtaaattt
gt agagagag
agcgtt caag
acccaatt gg
aacattctcc
caat at ct ac
gct cat aagg
accaaaaaca
gtttaacggc
gggacct gt a
t gacct gccc
aatttattaa
t aaaaatttc
gacttcacca
caagttaccc
tacgacct cg
gtt caacgat
tatctacttc
gcgecttccece
acagggttt

at gcagaagg
t accagacaa
cct ggcgcaa
t agcaaggac
gagagccaaa
cacccgtcta
gcct ggt gat

2374
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agct ggt t gt
atcccctt gt
aaccttgtag
t aagaaagcg
cct cacaccc
cat gaaaaca
acagcccaat
aggcat gctc
ctgtttacca
acacatgttt
t aaat aggga
t gaaat t gac
agctttaatt
ctgcattaaa
t gct aagact
acggaacaag
agggtttacg
tcgtttgttc
ggtttctatc
cacaaagcgc
ccaagaacag

ccaagat aga
aaat tt aact
agagagt aaa
ttcaagctca
aattggacca
ttctcctceg
atctacaatc
at aaggaaag
aaaacat cac
aacggccgcg
cct gt at gaa
ctgcccgtga
tattaatgca
aatttcggtt
tcaccagtca
ttaccctagg
acct cgat gt
aacgatt aaa
tactt caaat
cttcccecegt

ggttt

ES 2365511713

atcttagttc
gttagtccaa
aaatttaaca
acacccact a
at ct at cacc
cat aagcct g
aaccaacaag
gt t aaaaaaa
ctctagcatc
gt accct aac
tggct ccacg
agaggcgggc
aacagt acct
ggggcgacct
aagcgaact a
gat aacagcg
t ggat cagga
gtcctacgtg
tcctccct gt
aaat gat atc

aactttaaat
agaggaacag
cccat agt ag
cct aaaaaat
ct at agaaga
cgtcagatta
tcattattac
gt aaaaggaa
accagtatta
cgt gcaaagg
agggtt cagc
at aacacagc
aacaaaccca
cggagcagaa
ctat act caa
caatcctatt
catcccaatg
atctgagttc
acgaaaggac
atctcaactt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 4
<211> LONGITUD: 1921
<212> TIPO: DNA
<213> ORGANISMO: Homo sapiens
<220> CARACTERISTICAS:
<222> UBICACION

<223> OTRA INFORMACION
<400> SECUENCIA: 4

aacct ccgag
at ccaat aac
gagt ccat at
cagccgct at
ccggagt aat
agaaat aagg
attataccct
gggggaaggc
tt gaagt aga
taatcgttga
at cgaggt cg
t agggt aact
act ggt gaag
ccgaaatttt
catt aat aaa
acgggcaggt
cat acaggtc
cggccgttaa
gatgtttttg
ttccttatga
tt gt agat at
gaggagaat g
gtccaattgg
agct t gaacg
tactctctct
ttaaatttac
tatcttggac
tcccactatt

cagt acat gc
tt gaccaacg
caacaat agg
t aaaggttcg

ccaggt cggt
cctacttcac

gttcttggat
gctttgtgaa
t agaaaccga
acaaacgaac
t aaaccct at
tgttcecgttg
tcttagcatg
t aat gcaggt
ttaaagctcc
caatttcact
cctatttaag
acatgtgtca
gt aaacaggc
gcat gcct gt
tgggctgtta
ttttcatgtt
gt gt gaggag
ctttcttaat
acaaggtttt
aaggggattt
aaccagct at
ttgctacata

taagacttca
gaacaagtta
gtttacgacc
tttgttcaac
ttctatctac
aaagcgcctt
gggt gt gggt
gt aggcctta
cctggattac
ctttaatagc
tgttgatatg
gt caagtt at
tactgctcgg
ttggtagttt
at agggtctt
ggt t aaaagt
gaacaagt ga
ct gggcaggc
ggggt aagat
gttgggttga
attgtcagtt
acttatacta
ttcagttata
t ggt ggct ge
ttcctagtgt

agagggt t ct
caccaggctc

gacggotgtg

ccagt caaag
ccct agggat
tcgatgttgg
gatt aaagtc
ttcaaattcc
ccceccgt aaa
at aat act aa
tttctcttagt
tccggtctga
ggct gcacca
gact ct agaa
t ggat caat t
aggt t gggt t
aggacctgtg
ctcgtcttge
aagagacagc
ttatgctacc
ggtgcctcta
ttgccgagtt
cagt gagggt
cagtgtttta
acattagttc
tgtttgggat
ttttaggcct
ccaaagagct
gt gggcaaat

ggt aggt tt g
ctcttttage

32

ttgcccacag
ctctttggac
gcct aaaagc
cccaaacat a
actaatgtta
aaacact gaa
cctcactgtc
ct cggcaaat
gaggcaccgc
tagcat aatc
tgtctcttac
aagacgagaa
caggtcctaa
cccaacctcc
ttgat ccaat
ct agagtcca
gt gcagccgc
agaccggagt
aagagaaat a
agtattatac

cgaactacta
aacagcgcaa
at caggacat
ctacgtgatc
tccctgtacg
tgatatcatc
gt t gagat ga
cctttcgtac
act cagat ca
tcgggatgtc
taggattgcg
gagt at agt a
ctgctccgag
ggtttgttag
tgtgttatgc
t gaaccctcg
tttgcacggt
at act ggt ga
ccttttactt
aat aat gact
at ct gacgca
ttctataggg
tttttaggta
actatgggtg
gttcctcettt
ttaaagttga
tcgcctctac
tgttcttagg

aaccctct aa
act aggaaaa
agccaccaat
t aact gaact
gt at aagt aa
ctgacaatta
aacccaacac
cttaccccgc
ctgcccagtg
acttgttcct
ttttaaccag
gaccct at gg
act accaaac
gagcagt aca
aacttgacca
t at caacaat
t at t aaaggt
aat ccaggtc
aggcctactt
ccacacccac

tactcaattg
tcctattcta
cccaatggtg
tgagttcaga
aaaggacaag
t caact t agt
tatcatttac
agggaggaat
cgt aggact t
ct gat ccaac
ctgttatccc
gttcgectttg
gt cgccccaa
gtactgtttg
ccgcctcttc
t ggagccatt
t agggt accg
t gct agaggt
tttttaacct
tgttggttga
ggcttatgcg
tgatagattg
gtgggtgttg
ttaaattttt
ggact aacag
actaagattc
ct at aaat ct
t agct cgt ct
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ggtttcgggg
cagaaggt at

cttgcggt ac
taaatggttt
c

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

gtcttagett

aggggat t agt
tatatctatt

ggct aaggtt

<210>SEQID NO 5
<211> LONGITUD: 1744
<212> TIPO: DNA
<213> ORGANISMO: Homo sapiens
<220> CARACTERISTICAS:
<222> UBICACION:

<223> OTRA INFORMACION
<400> SECUENCIA: 5

t agggat aac
atgttggatc
t aaagt ccta
caaattcctc
tacgggggaa
aat t t gaagt
ctttaatcgt
aacat cgagg
ccctagggt a
ttgactggtg
caaccgaaat
ttgcatt aat
ttcacgggca
att cat acag
ccgeggecegt
ggtgatgttt
cctttcctta
tgattgtaga
gcggaggaga
ttggt ccaat
ttgagcttga
ttttactctc
cagttaaatt
ttctatcttg
tcttcccact
tctggtttcg
at gcagaagg
tccettgegg

gggt aaat gg
tagc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

agcgcaat cc
aggacat ccc
cgtgatctga
cctgttcttg
ggcgcetttgt
agat agaaac
t gaacaaacg
t cgt aaaccc
acttgttccg
aagt cttagc
ttttaatgca
aaat t aaagc
ggtcaatttc
gtccctattt
taaacatgtg
tt ggt aaaca
t gagcat gcc
tattgggctg
atgttttcat
t gggt gt gag
acgctttctt
t ct acaaggt
t acaagggga
gacaaccagc
attttgctac

ggggtcttag

t at aggggt t
tactatatct

tttggct aag

<210> SEQ ID NO 6
<211> LONGITUD: 1854
<212> TIPO: DNA
<213> ORGANISMO: Homo sapiens
<220> CARACTERISTICAS:
<222> UBICACION:

<223> OTRA INFORMACION
<400> SECUENCIA: 6
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tggctctcct tgcaaagtta tttctagtta attcattatg
ccttgctata ttatgcttgg ttataatttt tcatctttcc
gcgccaggtt tcaatttcta tcgecctatac tttatttggg

gt ct ggt agt

tattctagag
gat ggt gcag
gt t cagaccg
ggtgggtgtg
gaagt aggcc
cgacct ggat
aacctttaat
tattgttgat
tt ggt caagt
at gt act gct
ggtttggtag
t ccat agggt
actggttaaa
aaggaacaag
t cact gggca
ggcggggt aa
tgtgttgggt
ttaattgtca
gttacttata
gagttcagtt
aatt ggt ggc
tttttcctag
tttagagggt
t at caccagg
at agacgggt
ctttggctct
agtccttgcet
attgcgccag
gttgtctgagt

aaggt ggagt

tccat at caa
ccgctattaa
gagt aat cca
ggt at aat ac
ttatttctct
tactccggtc
agcggct gca
at ggactcta
tattggatca
cggaggt t gg
tttaggacct
cttctecgtct
agt aagagac
tgattat gct
ggcggt geet
gatttgccga
t gacagt gag
gttcagtgtt
ctaacatt ag
atatgtttgg
tgcttttagg
t gt ccaaaga

tct gt gggca

ct cggt aggt
gtgctctttt

ccttgcaaag
at att at gct
gtttcaattt

agt aaggt gg

gggtttgggy

caat agggtt
aggttcgttt
ggtcggtttc
taagt t gaga
tgtcctttcg
t gaact caga
ccat cgggat
gaat aggat t
attgagtata
gttctgctcc
gtgggtttgt
tgctgtgtta
agct gaaccc
acctttgcac
ct aat act gg
gttcctttta
ggt aat aatg
ttaat ct gac
ttcttctata
gattttttag
cctactatgg
gctgttcctc
aattt aaagt
ttgtcgcectc
agctgttctt
ttatttctag
tggtt at aat
ctatcgccta

agtgggtttg

ctaggtttag

tacgacctcg
gtt caacgat
tatctacctt
tgatatcatt
tacagggagg
t cacgt agga
gtcctgatcc
gcgctgttat
gtagttcgct
gaggt cgccc
t aggt act gt
tgcccgectc
t cgt ggagcc
ggttagggta
t gat gct aga
ctttttttaa
acttgttggt
gcaggctt at
gggt gat aga
gtagtgggtg
gtgttaaatt
tttggact aa
t gaact aaga
tacct at aaa
aggt agct cg
ttaattcatt
ttttcatctt
tactttattt

gggct aggt t

gaactcggca aatcttaccc cgcctgttta ccaaaaacat cacctctagc atcaccagta
ttagaggcac cgcctgecca gtgacacatg tttaacggcc gcggtaccct aaccgtgcaa
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aggt agcat a
agct gt ct ct
agcaagacga
cctgttcttg
ggcgcetttgt
agat agaaac
t gaacaaacg
t cgt aaaccc
acttgttccg
aagt ctt agc
ttttaatgca
aaat t aaagc
ggtcaatttc
gtccctattt
taaacatgtg
ttggt aaaca
t gagcat gcc
tattgggctg
atgttttcat
t gggt gt gag
acgctttctt
t ct acaaggt
t acaagggga
gacaaccagc
attttgctac

ggggt cttag

tat aggggt t
tactatatct

tttggct aag

atcacttgtt
tacttttaac
gaagacccta
ggtgggtgtg
gaagt aggcc
cgacct ggat
aacctttaat
tattgttgat
tt ggt caagt
at gtact gct
ggtttggtag
t ccat agggt
actggttaaa
aaggaacaag
t cact gggca
ggcggggt aa
tgtgttgggt
ttaattgtca
gttacttata
gagttcagtt
aat t ggt ggc
tttttcctag
tttagagggt
tat caccagg
at agacgggt
ctttggctct
agtccttgcet
attgcgccag
gttgtctgagt

ES 2365511713

cctt aaat ag
cagt gaaat t
tggagcttta
ggt at aat ac
ttatttctct
tactccggtc
agcggct gca
at ggactcta
tattggatca
cggaggt t gg
tttaggacct
cttctegtct
agt aagagac
tgattat gct
ggcggt geet
gatttgccga
t gacagt gag
gttcagtgtt
ctaacatt ag
atatgtttgg
tgcttttagg
t gt ccaaaga

tct gt gggca

ct cggt aggt
gtgctctttt

ccttgcaaag
atattatgct
gtttcaattt

agt aaggt gg

ggacct gt at
gacct gcccg
atttattaat
t aagt t gaga
tgtcctttcg
t gaact caga
ccat cgggat
gaat aggat t
attgagt ata
gttctgctcc
gtgggtttgt
tgctgtgtta
agct gaaccc
acctttgcac
ct aat act gg
gttcctttta
ggt aat aat g
ttaat ct gac
ttcttctata
gattttttag
cctact at gg
gctgttccte
aat t t aaagt
ttgtcgectce
agctgttctt
ttatttctag
t ggt t at aat
ctatcgccta

agtgggtttg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210>SEQIDNO 7
<211> LONGITUD: 20
<212> TIPO: DNA
<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<220> CARACTERISTICAS:
<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 7

taggtttagc

accgcaaggg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 8
<211> LONGITUD: 20
<212> TIPO: DNA
<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<220> CARACTERISTICAS:
<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 8

taggtttagc

aaggact aac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210>SEQID NO 9
<211> LONGITUD: 18
<212> TIPO: DNA
<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<220> CARACTERISTICAS:
<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 9

ggggt aagat

ttgccgag

34

gaat ggct cc
t gaagaggcg
gcaaacagt a
tgatatcatt
tacagggagg
t cacgt agga
gtcctgatcc
gcgctgttat
gtagttcgct
gaggt cgccc
t aggt act gt
tgcccgectc
t cgt ggagcc
ggttagggt a
t gat gct aga
ctttttttaa
acttgttggt
gcaggctt at
gggt gat aga
gtagt gggt g
gtgttaaatt
tttggact aa
t gaact aaga
tacct at aaa
aggt agct cg
ttaattcatt
ttttcatctt
tactttattt

gggct aggt t

acgagggttc
ggcat gacac

cct aacaaac
tacgggggaa
aat tt gaagt
ctttaatcgt
aacat cgagg
ccctagggta
ttgactggtg
caaccgaaat
ttgcattaat
ttcacgggca
attcat acag
ccgcggcecgt
ggtgatgttt
cctttcctta
tgattgtaga
gcggaggaga
ttggt ccaat
ttgagcttga
ttttactctc
cagttaaatt
ttctatcttg
tcttcccact
tctggtttcg
at gcagaagg
tccecttgecgg

gggt aaat gg
t agc
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 10

<211> LONGITUD: 22

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 10

atgctagagg tgatgttttt gg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 11

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 11

cggtgcctct aatactgg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 12

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 12

gttaaacatg tgtcactggg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 13

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 13

ttgcacggtt agggtacc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 14

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 14

ggaacaagtg attatgctac c

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 15

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 15
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ggagccattc atacaggtcc c

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 16

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 16

agt aagagac agct gaaccc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 17

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 17

ggcaggtcaa tttcactgg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 18

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 18

gctgtgttat gcccgcectc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 19

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 19

agctccatag ggtcttctc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 20

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 20

gttaggtact gtttgcatta

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 21

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:
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<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 21
aagtcttagc atgtactg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 22

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 22

tagtagttcg ctttgactg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 23

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 23

caagttattg gatcaattg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 24

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucle6tido antisentido
<400> SECUENCIA: 24

gggtaacttg ttccgttg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 25

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 25

aataggattg cgctgtta

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 26

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 26

cctattgttg atatggac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 27

<211> LONGITUD: 17

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
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<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 27

ct gat ccaac atcgagg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 28

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 28

tagcggctgc accattgg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 29

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 29

gtt gaacaaa cgaaccttt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 30

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 30

aact cagat c acgt aggac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 31

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 31

cgacctggat tactccgg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 32

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 32

ggaatttgaa gtagatag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 33

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA
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<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 33

ctcttgtcct ttcgtacag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 34

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 34

ggcgctttgt gaagtagg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 35

<211> LONGITUD: 22

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 35

gttgagatga tatcatttac gg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 36

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 36

cacccaccca agaacagg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 37

<211> LONGITUD: 25

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 37

caacttagta ttatacccac accca

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 38

<211> LONGITUD: 22

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 38

tcccccgtaa atgattacat ct

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 39
<211> LONGITUD: 25
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<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 39

gagaaat aag gcctacttca caaag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 40

<211> LONGITUD: 22

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 40

caaattcctc cctgtacgaa ag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 41

<211> LONGITUD: 24

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 41

agtaatccag gtcggtttct atct

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 42

<211> LONGITUD: 24

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 42

aagtcctagc tgatctgagt tcag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 43

<211> LONGITUD: 25

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 43

gctattaaag gttcgtttgt tcaac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 44

<211> LONGITUD: 16

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 44

tcccgat ggt gcagcc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 45
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<211> LONGITUD: 22

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 45

ttacgacctc gatgttggat ca

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 46

<211> LONGITUD: 25

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 46

atcctattct agagtccata tcaac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 47

<211> LONGITUD: 24

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 47

aataggattg cgctgttatc ccta

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 48

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 48

t agggat aac agcgcatacc tatt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 49

<211> LONGITUD: 23

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 49

ggaacaagtt accctaggga taa

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 50

<211> LONGITUD: 23

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 50

ttgatccaat aacttgacca acg
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 51

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 51

acttcaccag tcaaagcgaa c

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 52

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 52

aacccaacct ccgagcag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 53

<211> LONGITUD: 16

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 54

gt tggggcga cctcgg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 55

<211> LONGITUD: 23

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 55

aaactaccaa acctgctta aaa

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 56

<211> LONGITUD: 24

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 56

aaacagtacc taacaaaccc acag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 57

<211> LONGITUD: 25

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 57

gaccctatgg agctttaatt tatta
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 58

<211> LONGITUD: 23

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 58

cat aacacag caagacgaga aga

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 59

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 59

t gacct gccc gt gaagag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 60

<211> LONGITUD: 26

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 60

cagctgtctc ttacttttaa ccagtg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 61

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucle6tido antisentido
<400> SECUENCIA: 61

ctgtatgaat ggctccacga

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 62

<211> LONGITUD: 26

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 62

agcataatca cttgttcctt aaatag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 63

<211> LONGITUD: 23

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 63

accgtgcaaa ggtagcataa tca
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 64

<211> LONGITUD: 23

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 64

tgattatgct acctttgcac ggt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 65

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 65

gtaccctaac cgtgcaaag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 66

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 66

cctgcccagtgacacatgtt t

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 67

<211> LONGITUD: 25

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 67

cacctctagc atcaccagta ttaga

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 68

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 68

cttaccccgc ctgtttacca

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 69

<211> LONGITUD: 26

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 69

aggtt aaaaa aagt aaaagg aactcg
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 70

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 70

cccaacacag gcatgctca

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
<210>SEQIDNO 71

<211> LONGITUD: 24

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 71

accaacaagt cattattacc ctca

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 72

<211> LONGITUD: 24

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 72

tgacaattaa cagcccaata tcta

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQID NO 73

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 73

gcctgegtca gattaaaaca ¢

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 74

<211> LONGITUD: 24

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 74

gt aacat gaa aacattctcc tccg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 75

<211> LONGITUD: 28

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 75

tatcacccta tagaagaact aatgttag
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 76

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 76

ctgaactcct cacacccaat t

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 77

<211> LONGITUD: 23

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 77

cactacct aa aaaatcccaa aca

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 78

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 78

ttaagaaagc gttcaagctc a

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 79

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucle6tido antisentido
<400> SECUENCIA: 79

cat agt aggc ctaaaagcag c

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 80

<211> LONGITUD: 26

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 80

aaaccttgta gagagagtaa aaaatt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 81

<211> LONGITUD: 24

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 81

aaagaggaac agctctttgg acac

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2365511713

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 82

<211> LONGITUD: 24

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 82

aatccccttg taaatttaac tgtt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 83

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 83

ctttaaattt gcccacagaa c

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 84

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 84

ggtt gt ccaa gat agaat ct

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 85

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucle6tido antisentido
<400> SECUENCIA: 85

acaaacctac cgagcctgg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 86

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 86

aagatttata ggtagaggcg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 87

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 87

cccgtctatg tagcaaaata

a7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2365511713

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 88

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 88

acct aagaac agct aaaaga

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 89

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 89

t aagaccccc gaaaccagac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 90

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 90

ataactttgc aaggagagcc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 91

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucle6tido antisentido
<400> SECUENCIA: 91

cttctgcata atgaattaac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 92

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 92

at at agcaag gact aacccc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 93

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 93

agat gaaaaa ttataaccaa
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 94

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 94

caat agat at agtaccgcaa

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 95

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 95

aggcgat aga aatt gaaacc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 96

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 96

tagccaaacc atttacccaa

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 97

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 97

caccttacta ccagacaacc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 98

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 98

ctaaacctag ccccaaacc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 99

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 99

ctagcatcac cagtattaga
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 100

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 100

ttaccaaaaa catcacctct

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 101

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 101

gaact cggca aatcttaccc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 102

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido codificante
<400> SECUENCIA: 102

gggt aagatt tgccgagttc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 103

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucle6tido antisentido
<400> SECUENCIA: 103

gct cat aagg aaaggttaaa a

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 104

<211> LONGITUD: 17

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 104

gt caacccaa cacaggc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 105

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 105

accaacaagt cattattacc c
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 106

<211> LONGITUD: 22

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido codificante
<400> SECUENCIA: 106

ggttgattgt agatattggg ct

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 107

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 107

attaacagcc caatatctac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 108

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 108

tgcgtcagat taaaacactg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 109

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucle6tido antisentido
<400> SECUENCIA: 109

aaaacattct cctccgcata

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 110

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 110

gttagtataa gtaacatg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 111

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 111

tggaccaatc tatcaccct
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 112

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 112

acat at aact gaactcctca

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 113

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 113

cacccactac ctaaaaaatc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 114

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 114

caccaattaa gaaagcgttg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 115

<211> LONGITUD: 22

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 115

t aggcct aaa agcagccacc aa

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 116

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido codificante
<400> SECUENCIA: 116

ttggtggctg cttttaggcecta

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 117

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 117

taacacccat agtaggcct
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 118

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 118

aaccttgtag agagagt aaa

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 119

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 119

aacagctctt tggacactag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 120

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 120

aactgttagt ccaaagag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 121

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucle6tido antisentido
<400> SECUENCIA: 121

ctctaaatcc ccttgtaaa

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 122

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 122

actttaaatt tgcccacag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 123

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 123

ggttgt ccaa gat agaatc
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 124

<211> LONGITUD: 190

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 124

acaaacctac cgagcctcc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 125

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 125

atttataggt tagaggcg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 126

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 126

at gt agcaaa at agt gggaa

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 127

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 127

t aagaacagc taaaagagca c

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 128

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 128

cgaaaccaga cgagctac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 129

<211> LONGITUD: 22

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido codificante
<400> SECUENCIA: 129

ggggtcttag ctttggctct cc
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 130

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 130

taactttgca aggagagcca

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 131

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 131

accttctgca taatgaat

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 132

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 132

at at agcaag gact aaccc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 133

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 133

gat gaaaaat tataaccaag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 134

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 134

aat agat at a gtaccgcaag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 135

<211> LONGITUD: 17

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 135

cgat agaaat tgaaacc
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 136

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido codificante
<400> SECUENCIA: 136

tactttattt gggtaaatgg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 137

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 137

ccatttaccc aaat aaagta

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 138

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 138

ttagccaaac catttaccca

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 139

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucle6tido antisentido
<400> SECUENCIA: 139

aaggtggagt gggtttgggg c

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 140

<211> LONGITUD: 17

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 140

gctaaggttg tctggta

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 141

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 141

atcgcctata ctttatttgg
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 142

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 142

atctattgcg ccaggtttca

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 143

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 143

ttttcatctt tcccttgeg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 144

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 144

tccttgctat attatgcttg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 145

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 145

cattatgcag aaggt at agg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 146

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 146

tctccttgca aagttatt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 147

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 147

tttcgggggt cttagetttg
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 148

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 148

ctgttcttag gtagctcg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 149

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 149

tgctacatag acgggtgtg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 150

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 150

cctctaccta taaatcttcc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 151

<211> LONGITUD: 17

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucle6tido antisentido
<400> SECUENCIA: 151

gctat cacca ggctcgg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 152

<211> LONGITUD: 17

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 152

aagttgaact aagattc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 153

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 153

gagggttctg tgggcaaatt
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 154

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 154

acagttaaat ttacaaggg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 155

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 155

gt gt ccaaag agctgttcc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 156

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 156

tactctctct acaaggtttt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 157

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 157

taggcctact atgggtgtta

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 158

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 158

aacgctttct taattggtgg c

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 159

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 159

ttttaggtag tgggtgttga
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 160

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 160

ggagttcagt tatatgtttg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 161

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 161

tgatagattg gtccaattgg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 162

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 162

ctaacattag ttcttctata ¢

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 163

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucle6tido antisentido
<400> SECUENCIA: 163

at gcggagga gaatgttt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 164

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 164

tcagtgtttt aatctgacg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

<210> SEQ ID NO 165

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION: Oligonucleétido antisentido
<400> SECUENCIA: 165

gtagatattg ggctgttaatt
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 166

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 166

gt gagggt aa taatgacttg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 167

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 167

at gagcatgc ctgtgttggt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 168

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 168

ggtaagattt gccgagttc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 169

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 169

t ggt gat gct agaggt gat g

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 170

<211> LONGITUD: 15

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 170

gcggtgectc taata

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 171

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 171

ggccgttaaa catgtgtcac
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 172

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 172

tgattatgct acctttgcac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 173

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 173

ttaaggaaca agtgattatg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 174

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 174

tggagccatt catacaggtc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 175

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 175

aaaagt aaga gacagct gaa

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 176

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 176

cacgggcagg tcaatttcac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 177

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 177

gtcttgctgt gttatgcccg
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 178

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 178

aat t aaagct ccat agggt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 179

<211> LONGITUD: 21

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 179

gtttgttagg tactgtttgc a

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 180

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 180

aggtttggta gtttaggac

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 181

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 181

gccccaaccg aaatttttaa

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 182

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 182

ctcggaggtt gggttctgcet

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 183

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 183

ctggtgaagt cttagcatgt
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 184

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 184

caattgagta tagtagttcg

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 185

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 185

tgttccgttg gtcaagtta

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 186

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 186

aataggattg cgctgttatc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 187

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 187

attgttgata tggactctag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 188

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 188

at ccaacat c gaggtcgtaa

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 189

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 189

gcggct gcac cat cgggat
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 190

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 190

ttgaacaaac gaaccttta

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 191

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 191

aact cagat ¢ acgt aggact

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 192

<211> LONGITUD: 19

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 192

aaaccgacct ggattactc

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 193

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 193

agggaggaat ttgaaggt ag

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 194

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 194

ggccttattt ctcttgtcct

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 195

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 195

ggaaggcgct ttgtgaagta
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<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 196

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 196

aagttgagat gatatcattt

<200> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
<210> SEQ ID N° 197

<211> LONGITUD: 17

<212> TIPO: DNA

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<220> CARACTERISTICAS:

<223> OTRA INFORMACION

<400> SECUENCIA: 197

cctgttcttg ggtgggt
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REIVINDICACIONES

Moléculas de ARN quimérico mitocondrial humano aislado que comprenden el ARN ribosémico mitocondrial
16S antisentido unido covalentemente en su extremo 5’ al extremo 3’ de un polinucleétido con una
secuencia repetida invertida.

Moléculas de ARN quimérico mitocondrial antisentido segun la reivindicacién 1, en las que dichos ARNs
comprenden la secuencia de nucleétidos seleccionada de SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5,y SEQ ID NO 6.

Moléculas de ARN quimérico mitocondrial antisentido segun la reivindicacion 1, en las que dichos ARNs
comprenden la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO 4.

Moléculas de ARN quimérico mitocondrial antisentido segin la reivindicacion 1, en las que dichos ARN
comprenden la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO 5.

Moléculas de ARN quimérico mitocondrial antisentido segun la reivindicacion 1, en las que dichos ARNs
comprenden la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO 6.

Uso de uno o mas compuestos u oligonucledtidos de 10 a 50 bases de longitud que son suficientemente
complementarios a dicha molécula de ARN quimérico mitocondrial humano segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5 para poder hibridar con esa molécula de ARN quimérico mitocondrial humano para
formar una pareja estable, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer o
precéncer.

Uso segun la reivindicacion 6, en el que los compuestos u oligonucleétidos se seleccionan de las SEQ ID
NOS. 9-97.

Uso segun la reivindicacion 6, en el que los compuestos u oligonucleotidos son oligonucledtidos de 15 a 50
bases de longitud en los que al menos 15 bases son complementarias a SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5 y/o
SEQ ID No. 6.

Uso segun la reivindicacion 8, en el que en los oligonucleétidos tienen 18-50 bases de longitud.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 6-9, en el que dicho medicamento puede inducir al menos
una de muerte de células precancerosas y muerte de células cancerosas en células o tejidos.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en el que dicho medicamento esta adaptado para la
administracién conjuntamente con una droga quimioterapéutica para el tratamiento del cancer.

Método de deteccién seleccionado de

(A) un método para distinguir entre células normales y células pre-cancerosas 0 cancerosas que
comprende las etapas de:

determinar un nivel de al menos uno de los ARNs quiméricos mitocondriales antisentido humanos de SEQ
ID Nos. 4-6, y

determinar un nivel del ARN quimérico mitocondrial sentido humano de SEQ ID No. 1;

(B) un método para distinguir entre células normales en reposo proliferativo, células normales en
proliferacién, células pre-cancerosas y células cancerosas, que comprende las etapas de:

determinar un nivel de al menos uno de los ARNs quiméricos mitocondriales antisentido humanos de SEQ
ID Nos. 4-6,y

determinar un nivel del ARN quimérico mitocondrial sentido humano de SEQ ID No. 2;y

(C) un método en el que células transformadas con virus ARN se distinguen de células cancerosas o
células normales, que comprende la etapa de determinar el nivel del ARN quimérico mitocondrial sentido
humano de SEQ ID No. 3,y

en el que dichas etapas de determinacién no se llevan a cabo in vivo.
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Método de deteccion para distinguir entre células normales y células precancerosas o cancerosas segun la
reivindicacion 12, que comprende las etapas de:

determinar un nivel de al menos uno de los ARNs quiméricos mitocondriales antisentido humanos de SEQ
ID Nos. 4-6, y

determinar un nivel del ARN quimérico mitocondrial sentido humano de SEQ ID No. 1.

Método de deteccion para distinguir entre células normales en reposo proliferativo, células normales en
proliferacion, células precancerosas y células cancerosas segun la reivindicacion 12, que comprende las
etapas de:

determinar un nivel de al menos uno de los ARNs quiméricos mitocondriales antisentido humanos de SEQ
ID Nos. 4-6, y

determinar un nivel del ARN quimérico mitocondrial sentido humano de SEQ ID No 2.

Método de deteccion segun la reivindicacion 12, en el que células transformadas con virus ARN se
distinguen de células cancerosas o células normales mediante la determinacion del nivel del ARN quimérico
mitocondrial sentido humano de SEQ ID No 3.

Método de deteccidon segun una cualquiera de las reivindicaciones 12-15, en el cada una de dichas etapas
de determinacién comprende la identificacion y cuantificacion de al menos uno de los ARNs quiméricos
mitocondriales sentido y antisentido mediante al menos uno de los procedimientos siguientes: hibridacion in
situ, hibridacion fluorescente in situ, Northern blot, hibridacion en gota, amplificacién de ADNc mediante
PCR, TMA o ensayo de proteccién de ribonucleasa.

Método de deteccién segun una cualquiera de las reivindicaciones 12-16, en el que dichas etapas de
determinacion se llevan a cabo en muestras humanas.

Método de deteccion segun la reivindicacion 17, en el que dichas muestras humanas comprenden una
muestra seleccionada de cortes de tejido congelados o fijados de biopsias humanas, frotis citolégicos o
suspensiones de células en saliva, orina, sangre, médula 6sea, colonocitos, lavado pulmonar, células
metastasicas de sangre y linfa.

Compuestos u oligonucleétidos de 10 a 50 bases de longitud que son suficientemente complementarios a
una molécula de ARN quimérico mitocondrial humano segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5
para poder hibridar con esa molécula de ARN quimérico mitocondrial humano para formar una pareja
estable, para su uso como medicamento para el tratamiento del cancer o precancer.

Compuestos u oligonucleétidos segun la reivindicacion 19, en los que los compuestos u oligonucleétidos se
seleccionan de SEQ ID NOS. 9-97.

Compuestos u oligonucleétidos segun la reivindicaciéon 19, en los que los compuestos u oligonucleétidos
son oligonucleétidos de 15 a 50 bases de longitud en los que al menos 15 bases son complementarias a
SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5 y/o SEQ ID No. 6.

Compuestos u oligonucleétidos segun la reivindicacion 21, en los que los oligonucledtidos tienen 18-50
bases de longitud.

Compuestos u oligonucleétidos segin una cualquiera de las reivindicaciones 19-22, en los que dicho
medicamento puede inducir al menos una de muerte de células precancerosas y muerte de células
cancerosas en células o tejidos.

Compuestos u oligonucle6tidos segin una cualquiera de las reivindicaciones 19-23, en los que dicho
medicamento esta adaptado para la administraciéon conjuntamente con una droga quimioterapéutica para el
tratamiento del cancer.

Kit para hibridacion in situ Gtil para distinguir entre células en proliferacion humanas normales y células
humanas transformadas o malignas mediante el método de deteccién segun la reivindicacion 12, incluyendo
el kit:
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(@) uno o mas oligonucleétidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 19-24, en el que dichos
oligonucleétidos se marcan para poder detectarse,

(b) reactivo de anticuerpo conjugado para la deteccion del marcador,
(e) tampon de hibridacién y lavado, y

(d) uno o mas portaobjetos de células en proliferacion humanas normales transformadas o fijadas y uno o
mas portaobjetos de células malignas o transformadas fijadas, como controles.

Uso de las moléculas de ARN quimérico mitocondrial segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5
como blancos que tras interferencia inducen muerte de células cancerosas y precancerosas.

Uso de las moléculas de ARN quimérico mitocondrial segun la reivindicacién 26, en el que dicha
interferencia se lleva a cabo mediante un material seleccionado de oligonucle6tidos complementarios y
ARN de interferencia pequefio.

Uso de las moléculas de ARN quimérico mitocondrial humano segun una cualquiera de las reivindicaciones
1-5 como blancos para el diagnéstico de cancer y precancer mediante la distincion entre células normales y
células cancerosas y precancerosas mediante:

la determinacién de un nivel de al menos uno de los ARNs mitocondriales antisentido humanos segun las
reivindicaciones 1-5, y

la determinacién de un nivel de un ARN mitocondrial sentido humano de SEQ ID No. 1.

Uso de las moléculas de ARN quimérico mitocondrial humano segun una cualquiera de las reivindicaciones
1-5 como blancos para el diagnéstico de cancer y precancer mediante la distincién entre células normales
en reposo proliferativo, células normales en proliferacion, células precancerosas y cancerosas mediante:

la determinacién de un nivel de al menos uno de los ARNs mitocondriales antisentido humanos segun las
reivindicaciones 1-5, y

la determinacién de un nivel de un ARN mitocondrial sentido humano de SEQ ID No. 2.

Uso de la molécula de ARN quimérico mitocondrial de SEQ ID No. 3 como blanco para distinguir células
transformadas con virus ARN de células cancerosas o células normales mediante la determinacion del nivel
de ARN quimérico mitocondrial sentido humano de SEQ ID No. 3.

69



ES 2365511713

"} "B

€ ULl
ap esy
.mllllllllIlllulIvIIIl F
¢ \ € ON aloas (o

opnjedal opijaAul 0
opluasiue S9L |RHPUOIOW NYY =mamax

opRuss §9| [BLPUOIOHI NYY s

€ JULLL
ap esy

S EEEENEMEMEECEREEENEED

> o= ZON ald3s (g
L 6
€ > >
. 8 Ju 0g
A@—.lnmllll-l-I-II-lll-lll-“ll- 8p esy
- = > > > PSNAx _
L 9 g ¥ g z : LONQalbd3as (Vv
S91 NV

19p §-leuiua]

70



ES 2365511713

300 210
200 150
100 100
T o 4 - 4

v v v
SiHa HFK698 HTLV-1

FIG. 2.

71



ES 2365511713

¢ ‘B4

OpIIUSS §9| [BLPUOIOHW NYY =

OppUSSHUE §9] [PLPUOIOYW NYY 1smmm= R ‘e,
* .
o 0y
-m IIIIIHIlIHIIHIIIIII'IIIIIIIIIIIIIIW a
= WU LGY Op BSY
m L]
“ R_ o
L 4
u 862 ‘e, ,+*90NQiDas (0
Bppu®
sE,
K 00‘
.m llll...l.-llll.IIIIIIIIIIIIIIIIII" 1 3
u U 96 9p esy
q
&

S Illl.cor

IVE 6gL | ¥m |.\m ON alv3s (g

owm,

.mu IIIIIIIIIIIIlllll!lllllllllllllll!‘ 0‘
23u L} ep esy

& G, L4

- U g9¢ T

¥ ON alo3s (v

72



ES 2365511713

SONDAPARA SONDAPAR A
EL ARN EL ARN
QUIMERICO  QUIMERICO

SENTIDO  ANTISENTIDO

Células HI-60

Células HelLa

Células HepG2

Células PC-3

Células Hep-2 . et e Jet)
L iaroes o0 ..,
> f o € Q'J w
& ! . » ON

73



ES 2365511713

SONDA PARA SONDA PARA
EL ARN EL ARN

QUIMERICO QUIMERICO
SENTIDO ANTISENTIDO

Teve
)

Células RAMOS

q‘
2*
r & %

Células MCF/7

Células Jurkat .

Células Melanoma "ﬂ r

Células DU145

74



Céancer de glandula
mamaria

Céancer de glandula
mamaria

Cancer de vejiga

Cancer de pulmoén

Leucemia
linfocitica

Cancer gastrico

ES 2365511713

SONDA PARA SONDA PAR A
EL ARN EL ARN
QUIMERICO QUIMERICO

SENTIDO ANTISENTIDO

WS
.

s 2o 774
5 BN AR
« g P 3
’ 7 s
- R o s ;‘
. ol
" ) "
.‘1‘ ", <
L -

75



ES 2365511713

SONDA PARAEL ARN
QUIMERICO MITOCONDRIAL

Cancer de colon Cancer de ovario

Céancer de préstata Hepatocarcinoma

Cancinoma de tiroide Astrocnoma

w?%

Linfoma

76



ES 2365511713

SONDA PARA SONDA PARA
EL ARN EL ARN
QUIMERICO QUIMERICO

SENTIDO ANTISENTIDO

Testiculo

Embrién

de raton

Queratinocitos
humanos

7



Ki-67

PCNA

Sonda para
ARN quimérico
sentido

Sonda para
ARN quimérico
antisentido

ES 2365511713

Linfocitos
control

Linfocitos
con PHA

e

78

%

e

B®

%O



ES 2365511713

Células HFK698

Células SiHa

Células HelLa

Tumor de glandula
mamaria

Rabdomiosarcoma

Fig. 8

79



ES 2365511713

Control + glﬁonucleptho dirigido

\RN guimérico
antisentido

+ Oligonucledtido dirigido

Estaurosporina al ARN mitocondrial 12A

E)

+ QOligonucledtido dirigido
al ARN quimérico

Control ) ;
antisentido

b

80



ES 2365511713

100

60 -

40

20 -

Porcentaje de celulas apoptoticas

Oligonucledtido - -
Estaurosporina . -

////// Linfocitos + PHA

Linfocitos en reposo

Fig. 10.

81



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



