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ES 2390 083 T3

DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para diagnosticar, tratar y prevenir afecciones de préstata.
ANTECEDENTES

[0001] Las actuales quimioterapias anticancerosas que estan basadas en agentes alquilantes, antimetabolitos y
productos naturales son heterogéneas en su mecanismos de accién. Por consiguiente, la mayoria de las mismas
también actlan contra células normales, dando como resultado graves efectos secundarios y toxicidad para el
paciente.

[0002] La acumulacién de mutaciones y la pérdida de las funciones de control celular causan cambios fenotipicos
progresivos desde histologia normal a pre-cancer temprano tal como neoplasia intraepitelial (IEN) hasta IEN cada
vez mas grave hasta cancer superficial y finalmente hasta enfermedad invasiva. Aunque este proceso puede ser
relativamente agresivo en algunos casos, generalmente ocurre de forma relativamente lenta a lo largo de afios e
incluso décadas. La adiccion a oncogenes es la dependencia fisiolégica de las células cancerosas de la activacion o
sobreexpresion continuada de oncogenes individuales para mantener el fenotipo maligno. Esta dependencia ocurre
en el entorno de los otros cambios que marcan la progresion neoplasica.

[0003] La quimioprevencion del cancer se define como la prevencién de cancer o tratamiento en el estado pre-
canceroso o incluso antes. El largo periodo de progresién hasta céncer invasivo es una importante oportunidad
cientifica pero también un obstaculo econémico para mostrar el beneficio clinico de farmacos quimiopreventivos
candidatos. Por lo tanto, un componente importante de la investigacibn en el desarrollo de agentes
qguimiopreventivos en los U(ltimos afios ha sido identificar criterios de valoracidon (pre-cancer) anteriores o
biomarcadores que predigan de forma precisa un beneficio clinico del agente o efecto reductor de la incidencia del
cancer. En muchos cénceres, la IEN es un criterio de valoracion temprano tal como en préstata.

BREVE DESCRIPCION RESUMIDA

[0004] De acuerdo con el fin de esta invencién, como se realiza y se describe ampliamente en la presente memoria,
esta invencion se refiere a composiciones y procedimientos para diagnosticar, prevenir y tratar cancer de préstata y
neoplasia intraepitelial de prostata (PIN).

[0005] Se expondran ventajas adicionales del procedimiento desvelado y composiciones en parte en la siguiente
descripcion y en parte se comprenderan a partir de la descripcion o se pueden aprender mediante la practica del
procedimiento desvelado y las composiciones. Las ventajas del procedimiento y las composiciones desveladas se
realizardn y conseguiran mediante los elementos y combinaciones sefialados en particular en las reivindicaciones
dependientes. Se ha de entender que tanto la anterior descripcidon general como la siguiente descripcion detallada
son solamente ilustrativas y explicativas y no son limitantes de la invencién como se reivindica.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0006] Los dibujos adjuntos, que se incorporan en y constituyen una parte de esta memoria, ilustran varias
realizaciones de los procedimientos y composiciones desvelados y, junto con la descripcion, sirven para explicar los
principios de los procedimientos y las composiciones desvelados.

La Figura 1 muestra analisis de RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) de la expresion de beta-defensina-1 (DEFB1).
Para verificar la induccién de la expresion de DEFBL1 se realiz6 QRT-PCR. La Figura 1A muestra los niveles de
expresion relativos de DEFB1 en comparacion en muestras clinicas de 6 pacientes que se sometieron a
prostatectomias radicales. La Figura 1B muestra los niveles de expresion relativos de DEFB1 en comparacion
en muestras clinicas prostaticas benignas y malignas, células de hPrEC y en lineas celulares de cancer de
prostata antes y después de la induccion de DEFB1. La Figura 1C muestra los niveles de expresion relativos de
DEFB1 analizados en tejido benigno, tejido maligno y neoplasia intraepitelial de préstata (PIN) en una Unica
afeccion tisular. La Figura 1D muestra la expresién de DEFB1 en tejido benigno, tejido maligno y PIN en un
paciente en comparacion con el nivel de expresion de DEFB1 promedio encontrado en tejido benigno.

La Figura 2 muestra el andlisis microscépico de cambios inducidos por DEFBL1 en la integridad de membrana y
morfologia celular. La morfologia celular de DU145, PC3 y LNCaP se analiz6 mediante microscopia de
contraste de fases después de 48 horas de la inducciéon de DEFB 1. La ondulacién de membrana se indica
mediante flechas negras y los cuerpos apoptoéticos estan indicados con flechas blancas.

La Figura 3 muestra el andlisis de la Citotoxicidad de DEFB 1 en Células de Céancer de Préstata. Las lineas
celulares de prostata DU145, PC3 y LNCaP se trataron con PonA para inducir la expresion de DEFB1 durante
1-3 dias después de lo cual se realiz6 un ensayo de MTT para determinar la viabilidad celular. Los resultados
representan media + d. t., n=9.
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La Figura 4 muestra la induccién de muerte celular en células DU145 y PC3 mediante DEFB1. La expresién de
DEFB1 se indujo en lineas celulares de cancer de préstata DU145 (A) y PC3 (B) y después se someti6 a
tincion con anexina V/FITC/yoduro de propidio y andlisis de citometria de flujo. Se consideraron apoptéticas las
células positivas a yoduro de propidio y anexina V. Los tiempos de induccion se muestran debajo de cada
panel. Los nimeros cerca de los recuadros para cada punto de tiempo representan los porcentajes de células
yoduro de propidio (P1)” anexina V" (cuadrante derecho inferior) y células PI" anexina V' (cuadrante derecho
superior). Los datos son de un Unico experimento que es representativo de tres experimentos separados.

La Figura 5 muestra el analisis de pan-caspasa después de la induccion de DEFBL1. Las células DU145 y PC3
se tifieron con fluorometil cetona marcada con FAM-VAD-FMK para detectar la actividad de caspasa. Las
células eran visibles bajo DIC para cada estado. El analisis microscopico confocal no mostré tincién de caspasa
en células DU145 (B) de control, PC3 (F) y LNCaP (J). Las células tratadas con PonA durante 24 horas para
inducir DEFB1 mostraron actividad de caspasa en DU145 (D) y PC3 (H). No se detect6 actividad de caspasa
en LNCaP (L).

La Figura 6 muestra el silenciamiento de la expresion de la proteina del gen homedtico de caja emparejada 2
(PAX2) después del tratamiento de ARNip de PAX2. La Figura 6A muestra el andlisis de transferencia de
Western de células PC3 y DU145 transfectadas con duplex de ARNip de PAX2 el dia cero (carril 1), dia dos
(carril 2) y el dia cuatro (carril 3). La Figura 6B muestra el analisis de transferencia de Western de células PC3
y DU145 transfectadas con duplex de ARNip de PAX2 el dia cero (carril 1), dia dos (carril 2), dia cuatro (carril
3) y dia 6 (carril 4). La proteina de PAX2 era indetectable tan pronto como después de cuatro dias de
tratamiento (carril 3) en células DU145 y después de seis dias de tratamiento en PC3. Las transferencias se
separaron y re-sondaron para 3-actina como un control interno.

La Figura 7 muestra el analisis del desarrollo de células de cancer de prostata después de tratamiento con
ARNip de PAX2. El andlisis con microscopia de contraste de fases de DU145, PC3 y LNCaP a los 6 dias en
presencia de medio de cultivo normal. El tratamiento con ARNip de control negativo no tuvo ningin efecto
sobre las células. Sin embargo, hubo una reduccién significativa en el nimero de células en las tres lineas
después de tratamiento con ARNip de PAX2.

La Figura 8 muestra el analisis de la muerte celular después del silenciamiento de ARNip de PAX2. Las lineas
celulares de cancer de prostata PC3, DU145 y LNCaP se trataron con 0,5 pg de un conjunto de cuatro ARNip
de PAX2 o cuatro ARNip de control no especificos durante 2, 4 o 6 dias después de lo cual se realizo el ensayo
de MTT para determinar la viabilidad celular. Los resultados representan la media * d.t., n=9.

La Figura 9 muestra el andlisis de la actividad de caspasa. Las células DU145, PC3 y LNCaP se tifieron con
fluorometilcetona marcada con carboxifluoresceina para detectar la actividad de caspasa después de
tratamiento con ARNip de PAX2. El analisis de microscopia confocal de células no tratadas y tratadas muestra
células que eran visibles con DIC. El andlisis con fluorescencia no mostré tincion de caspasa en DU145 (B) de
control, células PC3 (F) y células LNCaP (J). Sin embargo, la célula tratada con ARNip de PAX2 indujo
actividad de caspasa en DU145 (D), PC3 (H) y LNCaP (L).

La Figura 10 muestra el analisis de factores apoptéticos después de tratamiento de ARNip de PAX2. Los
cambios en la expresién de los factores pro-apoptéticos se compararon en células de control no tratadas y en
células tratadas durante seis dias con ARNip de PAX2. La Figura 10A muestra los niveles de expresion de
proteina X asociada a Bcl-2 (BAX) aumentados en DU145, PC3 y LNCaP. La Figura 10B muestra la expresion
de agonista de muerte de dominio de interaccion con BH3 (BID) aumentada en DU145 y LNCaP, pero cambio
en PC3. La Figura 10C muestra los niveles de expresion del promotor de muerte asociado a Bcl-2 (BAD)
aumentados en las tres lineas celulares.

La Figura 11 muestra el modelo de unién de PAX2 a la secuencia de reconocimiento de ADN. El represor
transcripcional de PAX2 se une al sitio de reconocimiento CCTTG (SEC ID N°: 1) inmediatamente adyacente a
la caja TATA de DEFB1 evitando la transcripcién y la expresiéon de la proteina DEFB1. La inhibicién de la
expresion de la proteina PAX2 permite la expresién de DEFB normal.

La Figura 12 ilustra la construccion indicadora de DEFB1. El promotor de DEFB1 que consiste en las primeras
160 bases cadena arriba del sitio de inicio de ARNm se amplificé mediante PCR de la célula DU145 y se ligd
en el plasmido indicador de luciferasa pGL3.

La Figura 13 muestra la inhibicién de los resultados de PAX2 en la expresion de DEFB 1. Se trataron DU145,
PC3, LNCaP y HPreC durante 48 horas con ARNip de PAX2. El analisis mediante QRT-PCR antes del
tratamiento no mostré expresion de DEFB1 en DU145, PC3 y LNCaP. Sin embargo se restaurd la expresion de
DEFB 1 después del tratamiento en todas las lineas. No hubo ningliin cambio en la expresion de DEFB 1
después del tratamiento de ARNip de HprEC con PAX2 anulado.
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La Figura 14 muestra la inhibicién de los resultados de PAX2 en actividad de promotor de DEFB 1 aumentada.
Se generaron las construcciones de promotor de PC3/pGL3 y promotor de DU145/pGL3 y se introdujeron
mediante transfeccion respectivamente en células PC3 y DU145. La actividad de promotor se comparé antes y
después de la inhibicion de PAX2 mediante tratamiento de ARNip. La actividad del promotor de DEFB1
aumenté 2,65 veces en DU145 y 3,78 veces en PC3 después del tratamiento.

La Figura 15 muestra el analisis de ChIP de la unién de PAX2 al promotor de DEFB 1. El andlisis de ChIP se
realiz6 en células DU145 y PC3. Después de la inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti-PAX2 se realiz6 la
PCR para detectar la region promotora de DEFB1 que contenia el sitio de reconocimiento de PAX2 GTTCC.
Esto demuestra que el represor transcripcional de PAX2 esta unido al promotor de DEFB 1 en lineas celulares
de cancer de préstata.

La Figura 16 muestra la estructura predicha de PrdPD y PrdHD con ADN. Las coordenadas de las estructuras
del PrdPD unido a ADN (Xu et al., 1995) y el PrdHD unido a ADN (Wilson et al., 1995) se usaron para construir
un modelo de los dos dominios cuando se unieron a un sitio PHO. Los sitios de unién individuales se ponen en
contacto préximos entre si con una orientacion especifica como se indica. El dominio RED se orienta
basandose en la estructura cristalina de PrdPD.

La Figura 17 muestra la comparacion de las secuencias de consenso de diferentes dominios emparejados. En
la parte superior de la Figura esté dibujada una representacion esquematica de los contactos de proteina+ADN
descritos en el analisis cristalografico del complejo de dominio emparejado con Prd+ADN. Los recuadros vacios
indican hélices a, los recuadros sombreados indican laminas b y una linea gruesa indica un giro b. La puesta
en contacto con aminoacidos se muestra por un cédigo de una sola letra. Solamente se muestran los contactos
directos de aminoacidotbase. Los circulos vacios indican contactos de surco importantes mientras que las
flechas rojas indican contactos de surco menores. Este esquema esta alineado con todas las secuencias de
consenso conocidas para proteinas de dominio emparejado (solamente se muestran las cadenas superiores).
Las lineas verticales entre las secuencias consenso indican pares de bases conservados. La numeracion de
las posiciones se muestra en la parte inferior de la Figura.

La Figura 18 muestra el marcaje de PAX2 como una estrategia quimiopreventiva. La expresion de PAX2
aberrante es un acontecimiento temprano en el inicio y la progresién de céancer. La inhibicion de PAX2 durante
displasia u otro estadio precanceroso se puede usar para la prevencién del cancer.

La Figura 19 muestra el efecto de angiotensina Il (Ang Il) en la expresion de PAX2 en células DU145. Para
determinar el efecto de Ang Il sobre la expresion de PAX2 se controlaron los niveles de proteina de DEFB1
después de tratamiento. En este caso, los niveles de la expresion de PAX2 aumentaron tan pronto como 4
horas y persistieron hasta 48 horas.

La Figura 20A muestra el efecto de Losartan (Los) sobre la expresion de PAX2 en DU145. Las células DU145
se trataron con el bloqueante del receptor de angiotensina Il de tipo 1 (ART1) Losartan. La QRT-PCR mostro
gue los niveles de mensaje de PAX2 estaban disminuidos al menos la mitad después del tratamiento. La Figura
20B muestra el efecto de un bloqueante del receptor de angiotensina Il de tipo 2 (ATR2) sobre la expresion de
PAX2 en DU145. Para determinar el efecto del receptor de ATR2 sobre la expresion de PAX2 se trataron
células DU145 con el bloqueante del receptor de ATR2 PD123319. En este caso, la expresion de PAX2 estaba
aumentada de 7 a 8 veces.

La Figura 21 muestra el efecto de Los que bloquea Angll sobre la expresion de PAX2 en DU145. El tratamiento
de células DU145 con 5 yM de Angll durante 72 horas dio como resultado un aumento de 2 veces en la
expresion de PAX2. Ademas, el tratamiento con 10 yM durante 72 horas dio como resultado mas de un
aumento de 3 veces en la expresion. El tratamiento de células con 5 yM de Losartan suprimio la proliferacion
en 50%. Ademas, el tratamiento con Losartan durante 30 min antes del tratamiento con Angll bloque6 el efecto
de Angll sobre la proliferacion.

La Figura 22 muestra que Angll aumenta la proliferacion de células DU145. El tratamiento de células DU145
con 5 yM de Angll durante 72 horas dio como resultado un aumento de 2 veces en la proliferacion. Ademas, el
tratamiento con 10 yM durante 72 horas dio como resultado mas de un aumento de 3 veces en la proliferacion.

La Figura 23 muestra el efecto de los inhibidores de Los y MAP Quinasa sobre la expresion de PAX2 en células
DU145. La Figura 23A muestra que el tratamiento de células DU145 con Losartan suprime la expresion de
fésforo-ERK 1/2 y PAX2; La Figura 23B muestra los inhibidores de MEK quinasa y AICAR suprime la expresion
de la proteina PAX2; La Figura 23C muestra los inhibidores de MEK quinasa y Losartan suprime la expresion
de la proteina fosfo-STAT3.
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La Figura 24 muestra el efecto de los inhibidores de Los y MEK quinasa sobre la activacion de PAX2 en células
DU145. La Figura 24A muestra el tratamiento de células DU145 con inhibidores de la sefializacion de AT1R
gue da como resultado una disminucion en los niveles de proteina fosfo-PAX2, que es la forma activa de PAX2.
Ademas, el tratamiento con el inductor de AMP quinasa AICAR dio como resultado expresion de PAX2
suprimida. La Figura 24B muestra la inhibicion de la sefializacion de AT1R con niveles de fosfo-JNK
disminuidos por Los. Sin embargo, Angll aumenté los niveles de proteina fosfo-JNK.

La Figura 25 muestra que Angll aumenta la expresion de PAX2 y disminuye la de DEFB1 en células hPrEC.
Para determinar el efecto de Angll sobre los niveles de PAX2 en hPrEC, las células se trataron durante 72 y 96
horas y se examino la expresion de PAX2 y DEFB1 mediante QRT-PCR. En este caso, el tratamiento con Angll
dio como resultado aumentos espectaculares en PAX2 hasta niveles similares a las células de cancer de
prostata PC3. Por el contrario, la expresion de DEFB1 estaba significativamente reducida después del
tratamiento con Angll.

La Figura 26 muestra el esquema de la sefalizacién de Angll y cancer de pristata de PAX2. La expresién de
PAX2 en células de céncer de prostata estd regulada mediante la ruta de sefializacion de ATI1R.
Especificamente, la cascada de sefializacion de MEK quinasa conduce a expresion aumentada de PAX2.
Ademas, el AT1R y Angll regula positivamente la activacion de PAX2 mediante JNK.

La Figura 27 muestra el esquema del blogqueo de la expresion de PAX2 como una terapia para cancer de
préstata. La Figura 27A muestra que la expresion de PAX2 esta regulada por la ruta de sefalizacion de AT1R.
La inhibicién de la expresion de PAX2 da como resultado la re-expresion de DEFB 1 y muerte de célula
cancerosa. La Figura 27B muestra compuestos que bloquean el AT1R, quinasas cadena abajo o directamente
suprime PAX2 que ofrece una nueva estrategia para tratar cancer de prostata.

La Figura 28 muestra la comparacion de expresion de DEFB1 y PAX2 con la Puntuacion de Gleason. Los
niveles de expresion relativa de DEFB 1 se compararon en muestras clinicas benignas de 6 pacientes que se
sometieron a prostatectomias radicales. En este caso, la puntuacion de Gleason se correlacion6 inversamente
con los niveles de expresion de DEFB1 en tejido de préstata benigno adyacente. Los pacientes con niveles de
expresion de DEFB1 relativos superiores a 0,005 tenian puntuaciones de Gleason de 6. Sin embargo, los que
tenian niveles de expresion inferiores a 0,005 tenian puntuaciones de Gleason de 7.

La Figura 29 muestra la proporcién de PAX2-DEFB1 como un factor predictivo para el desarrollo de cancer de
prostata. Se realizé QRT-PCR en secciones tisulares de préstata de microdiseccion de captura con laser (LCM)
para determinar los niveles de expresion relativa de DEFB1 y PAX2. Los niveles de expresion de DEFB1
disminuyeron de normal a PIN hasta cancer. Sin embargo, la expresion de PAX2 aumentd desde normal a PIN
a cancer. Ademas, el paciente N° 1457 con cancer con puntuacion de Gleason 6 tenia mas DEFB1 en tejido
normal y PIN y en comparacion con el paciente N° 1569 con cancer con puntuacion de Gleason 7. Por el
contrario, el paciente N° 1569 tenia mayores niveles de PAX2 en regiones cancerosas en comparacion con el
paciente N° 1457.

La Figura 30 muestra que el Factor Predictivo de Donald (DPF) estd basado en la proporcion de expresion
relativa de PAX2-DEFB 1. Un aumento en el DPF del tejido de prostata aumenta la probabilidad de desarrollar
cancer de préstata. El tejido con una proporcion de PAX2-DEFB1 entre 0 y 39 basada en el DPF era normal
(benigno). El tejido con una proporcion de PAX2-DEFB 1 entre 49 y 99 represent6 PIN (pre-canceroso) basada
en la escala de DPF. Finalmente, el tejido con una proporcion de PAX2-DEFB1 entre 100 y 500 era maligno
(cancer de grado bajo a alto).

La Figura 31 muestra el analisis de la expresion de hBD-1 en tejido de préstata humano. Los niveles de
expresion relativa de hBD-1 se compararon en muestras clinicas normales de pacientes que se sometieron a
prostatectomias radicales. La linea discontinua sirve como un punto de referencia para comparar valores
obtenidos entre muestra macroscopica y derivada de LCM y las puntuaciones de Gleason correspondientes se
indican por encima de cada barra. La Figura 31A muestra los niveles de expresion de hBD-1 comparados en
tejidos obtenidos mediante diseccion macroscépica. La Figura 31B muestra los niveles de expresion de hBD-1
comparados en tejido obtenidos mediante microdiseccion de captura con laser.

La Figura 32 muestra el andlisis de la expresién de hBD-1 en lineas celulares de prostata. La Figura 32A
muestra los niveles de expresion de hBD-1 comparados con respecto a células hPrEC en lineas celulares de
cancer de prostata antes y después de la induccion de hBD-1. Un asterisco representa niveles de expresion
estadisticamente superiores en comparacién con hPrEC. Los dobles asteriscos representan niveles de
expresion estadisticamente significativos en comparacion con la linea celular antes de la induccién de hBD-1
(ensayo t de Student, p <0,05). La Figura 32B muestra la expresion de hBD-1 ectdpica verificada en la linea
celular de cancer de prostata DU145 mediante inmunocitoquimica. Las células de hPrEC se tifieron para hBD-1
como un control positivo (a: DIC y b: fluorescencia). Las células DU145 se transfectaron con hBD-1 y se
indujeron durante 18 h (c: DIC y d: fluorescencia). Barra de tamafio: 20 pM.
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La Figura 33 muestra el analisis de la citotoxicidad de hBD-1 en células de cancer de préstata. Las lineas
celulares de prostata DU145, PC3, PC3/AR+ y LNCaP se trataron con Pon A para inducir la expresion de hBD-
1 durante 1-3 dias después de lo cual se realiz6 el ensayo de MTT para determinar la viabilidad celular. Cada
barra representa la media + E.T.M. de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

La Figura 34 muestra el andlisis de QRT-PCR de la expresién de hBD-1 y cMYC en secciones tisulares de
préstata humana de LCM de normal, PIN y tumor. La expresion para cada gen se presenta como proporciones
de expresion en comparacion con B-actina. La Figura 35A muestra la comparacién de los niveles de expresién
de hBD-1 en secciones normales, PIN y tumorales. La Figura 35B muestra la comparacién del nivel de
expresion de cMYC en secciones normales, de PIN y tumorales.

La Figura 35 muestra el analisis de QRT-PCR de la expresion de hBD-1 después de la anulacion de PAX2 con
ARNip. Los niveles de expresién de hBD-1 se presentan como proporciones de expresion en comparacion con
B-actina. Un asterisco representa niveles de expresion estadisticamente superiores en comparacion con la
linea celular antes de tratamiento con ARNip de PAX2 (ensayo t de Student p < 0,05).

La Figura 36 muestra el silenciamiento de la expresion de proteina de PAX2 después de tratamiento con ARNip
de PAX2. La Figura 37A muestra la expresion de PAX2 examinada mediante andlisis de transferencia de
Western en células primarias de prostata de HPrEC (carril 1) y en células de cancer de prdstata DU145 (carril
2), PC3 (carril 3) y LNCaP (carril 4). Las transferencias se separaron y se re-sondaron para -actina como un
control interno para garantizar una carga igual. La Figura 37B muestra el andlisis de transferencia de Western
de DU145, PC3 y LNCaP confirmaron todos la anulacion de la expresién de PAX2 después de la transfeccién
con duplex de ARNip de PAX2. De nuevo, las transferencias se separaron y se re-sondaron para 3-actina como
un control interno.

La Figura 37 muestra el andlisis del crecimiento de células de cancer de préstata después del tratamiento con
ARNip de PAX2. El andlisis microscépico de contraste de fases de HPrEC (A), LNCaP (C), DU145 (E) y PC3
(G) a los 6 dias en presencia de ARNip no especifico de control negativo. Habia una reduccién significativa en
el nimero de células en DU145 (D), PC3 (F) y LNCaP (H) después del tratamiento con ARNip de PAX2. Sin
embargo, no parecia haber ningun efecto en HPrEC (B). Barra = 20 um.

La Figura 38 muestra el andlisis de la muerte celular después del silenciamiento con ARNip de PAX2. Las
lineas celulares de cancer de préostata PC3, DU145 y LNCaP se trataron con ARNip de PAX2 o ARNip de
control negativo no especificos durante 2, 4 o 6 dias después de lo cual se realizé el ensayo de MTT. La
anulacién de PAX2 dio como resultado una disminucion en la viabilidad celular relativa en las tres lineas. Los
resultados representan la media + D.T. n =9.

La Figura 39 muestra el andlisis de la actividad de caspasa. Las células DU145, PC3 y LNCaP se tifieron con
fluorometilcetona marcada con carboxifluoresceina para detectar la actividad de caspasa después del
tratamiento con ARNip de PAX2. El andlisis con fluorescencia no mostré tinciéon de caspasa en DU145 (A),
células PC3 (C) y células LNCaP (E) de control. Sin embargo, las células tratadas con ARNip de PAX2
indujeron actividad de caspasa en DU145 (B), PC3 (D) y LNCaP (F). Barra = 20 um.

La Figura 40 muestra el analisis de factores apoptoticos después de tratamiento con ARNip de PAX2. Los
cambios en la expresién de los factores pro-apoptéticos se compararon en células de control no tratadas y en
células tratadas durante 6 dias con ARNip de PAX2. La Figura 41A muestra que la expresion de BAD aumentd
en DU145, PC3 y LNCaP después de la anulacion de PAX2. La Figura 41B muestra que los niveles de
expresion de BID aumentaron en LNCaP y DU145, pero no en células PC3. La Figura 41C muestra que la
expresion de AKT disminuyé en LNCaP y DU145. Sin embargo, no hubo ninglin cambio en la expresion de
AKT en células PC3 después de la anulacion de PAX2. Los resultados representan la media + D.T., n =9. Los
asteriscos representan las diferencias estadisticas (p < 0,05).

DESCRIPCION DETALLADA

[0007] EI método y composiciones descritos pueden entenderse mas facilmente por referencia a la siguiente
descripcion detallada de realizaciones particulares y los Ejemplos incluidos en su interior y a las Figuras y a su
descripcion anterior y siguiente.

[0008] Se describen materiales, composiciones y componentes que pueden usarse para, pueden usarse junto con,
pueden usarse en preparacién para, o son productos de los métodos y composiciones descritos. Estos y otros
materiales se describen en la presente memoria y se entiende que cuando se describen las combinaciones,
subconjuntos, interacciones, grupos, etc. de estos materiales que aunque no se describa de forma explicita
referencia especifica de cada una de las combinaciones individuales y colectivas diversas y permutacion de estos
compuestos, cada una se contempla y se describe especificamente en la presente memoria. Por ejemplo, si un
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péptido se describe y se analiza y se analizan diversas modificaciones que pueden realizarse con respecto a
diversas moléculas incluyendo el péptido, todas y cada una de las combinaciones y permutaciones del péptido y las
modificaciones que son posibles se contemplan especificamente a menos que se indique especificamente lo
contrario. Por tanto, si se describen una clase de moléculas A, B y C asi como una clase de moléculas D, Ey Fy un
ejemplo de una molécula de combinacion, A-D se describe, entonces incluso si cada uno no se indica
individualmente, cada uno se contempla individual y colectivamente. Por tanto, en este ejemplo, cada una de las
combinaciones A-E, A-F, B-D, B-E, B-F, C-D, C-E y C-F se contemplan especificamente y deben considerarse
descritas a partir de la descripcién de A, By C; D, E y F; y la combinacion del ejemplo A-D. Del mismo modo,
también se contemplan y describen especificamente cualquier subconjunto o combinacién de estos. Por tanto, por
ejemplo, el subgrupo de A-E, B-F y C-E se contempla especificamente y debe considerarse descrito a partir de la
descripcion de A, B, y C; D, E y F; y la combinacion del ejemplo A-D. Este concepto se aplica a todos los aspectos
de esta solicitud incluyendo, pero sin limitacién, etapas en métodos de preparacién y uso de las composiciones
descritas. Por tanto, si hay una variedad de etapas adicionales que puedan realizarse se entiende que cada una de
estas etapas adicionales puede realizarse con cualquier realizacion o combinacion de realizaciones especificas de
los métodos descritos y que cada dicha combinacion se contempla especificamente y debe considerarse descrita.

[0009] Los expertos en la técnica reconoceran, o podran deducir usando no mas que experimentacion rutinaria,
muchos equivalentes con respecto a las realizaciones especificas del método y composiciones descritos en la
presente memoria. Dichos equivalentes pretenden incluirse mediante las siguientes reivindicaciones.

[0010] Se entiende que el método y composiciones descritos no se limitan a la metodologia particular, protocolos y
reactivos descritos ya que estos pueden variar. También debe entenderse que la terminologia usada en la presente
memoria es con el Unico proposito de describir realizaciones particulares, y no pretende limitar el alcance de la
presente invencion que Unicamente limitaran las reivindicaciones adjuntas.

A. Diagnostico, Tratamiento y Prevencion del Cancer de Préstata

[0011] En la presente memoria se describen composiciones y métodos para el diagndstico, prevencién y tratamiento
del cancer de préstata y de la neoplasia intraepitelial de la préstata (PIN).

1. Cancer de Prostata

[0012] EI carcinoma de prostata se ha convertido en una enfermedad significativa en muchos paises y es el tumor
mas comunmente diagnosticado en hombres en occidente, aumentando su aparicion significativamente con la edad.
Este aumento y las muertes recientes de muchos personajes conocidos de cancer de préstata han servido para
destacar la necesidad de hacer algo sobre este cancer. Se ha sugerido que la disponibilidad de exploracion mas
amplia puede limitar la mortalidad del cancer de prostata.

[0013] La exploracién del cancer de prostata actualmente consiste en un examen rectal y medicion de los niveles de
antigeno especifico de prostata (PSA). Estos métodos carecen de especificidad ya que el examen rectal digital
presenta una considerable variabilidad entre examinadores y los niveles de PSA pueden ser elevados en hiperplasia
prostéatica benigna (BHP), inflamacion prostatica y otras afecciones. El fracaso comparativo del PSA como un ensayo
de diagnostico se observd en 366 hombres que desarrollaron cancer de préstata que estaban incluidos en el
Physicians Health Study, un estudio prospectivo de mas de 22.000 hombres. Los niveles de PSA se midieron en
suero, que se conservé al inicio del estudio y solo se encontraron niveles elevados en 47% de hombres que
desarrollaban cancer de prostata los siguientes cuatro afios (Gann et al, 1995).

[0014] Los canceres de prostata pueden clasificarse usando el sistema de Gleason, como conocen bien los expertos
en la técnica (Gleason et al. 1996). Este sistema utiliza arquitectura tisular en lugar de caracteristicas citoldgicas. Se
usa una graduacion de 1 a 5 (de bien a poco diferenciado), y la puntuacion combinada de las areas mas frecuentes
y mas graves de la lesion se combinan. La clasificacion de Gleason proporciona informacién de pronéstico que
puede ser valiosa ademas de la valoracion del estadio del tumor (estadificacion). La puntuacion de Gleason de 2 a 4
y de 8 a 10 tiene buen valor predictivo, pero aproximadamente tres cuartos de tumores tienen valores intermedios.

[0015] Se usan dos sistemas principales para estadificar el cancer de prostata: TNM y el sistema Jewett (Benson &
Olsson, et al. 1989). La estadificacion tiene en cuenta cualquier propagacion metastasica del tumor y es dificil,
porque es dificil evaluar la implicaciéon de los ganglios linfaticos locales o invasion local. El tamafio del tumor es
también dificil de medir ya que el tejido tumoral no puede diferenciarse macroscépicamente del tejido prostatico
normal, y porque la glandula prostatica carece de una capsula distinta y esta rodeada por una capa de tejido graso
fibroso.

[0016] Cuatro categorias describen el estado de tumor de préstata (T), que varia de T1 a T4. Para T1, el cancer es
microscopico, unilateral y no palpable. EI médico no puede notar el tumor u observarlo con formacién de imagenes
tal como ultrasonido transrectal. El tratamiento para BPH puede haber descrito la enfermedad o se confirmé a través
del uso de una biopsia a través de aguja realizada debido a un PSA elevado. Para T2, el médico puede notar el
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cancer con una DRE. Parece que la enfermedad esta confinada a la glandula prostatica en uno o ambos lados de la
glandula. Para T3, el cancer ha avanzado al tejido inmediatamente externo de la glandula. Para T4, el cancer se ha
propagado a otras partes del cuerpo.

[0017] Los métodos de exploracién actuales son por lo tanto insatisfactorios; no hay un método fiable para el
diagndstico del cancer o predecir o prevenir su posible propagacion metastasica, que es la principal causa de muerte
en la mayoria de los pacientes.

2. PAX2

[0018] Los genes pax son una familia de nueve genes que controlan el desarrollo que codifican factores de
transcripcion nucleares. Estos desempefian una funcién importante en la embriogénesis y se expresan en un modelo
temporal y espacial muy ordenado. Todos ellos contienen una regiéon “de caja emparejada” de 384 pares de bases
gue codifican un dominio de unién a ADN que esta altamente conservado a lo largo de la evolucion (Stuart, ET, et al.
1994). La influencia de genes Pax sobre los procesos de desarrollo se ha demostrado mediante numerosos
sindromes naturales de rat6n y humanos que pueden atribuirse directamente a incluso una insuficiencia heterocigota
en un gen Pax. Se proporciona una secuencia de PAX2 en Dressler, et al. 1990. Ejemplos de canceres en los que la
expresion de PAX2 se ha detectado se indican en la Tabla 1.

Tabla 1: cdnceres que expresan PAX2

Cénceres que Ngevos Casos _ Muertes Nuevos Casos Muertes Globales
expresan PAX2 Estimados en los Estimadas en los qubales Estimadas
Estados Unidos  Estados Unidos Estimados

Préstata 234.460 27.350 679.023 221.002
Mama 214.600 41.430 1.151.298 410.712
Ovario 20.180 15.310 204.500 124.860
Renal 38.890 12.840 208.479 101.895
Cerebro 12.820 18.820 189.485 141.650
De cuello uterino 9.710 3.700 493.243 273.505
Vejiga 61.420 13.060 356.556 145.009
Leucemia 35.020 22.280 300.522 222.506
Sarcoma de Kaposi II_)atos_No I?atos_No II_)atos_No I_Datos.No

Disponibles Disponibles Disponibles Disponibles

TOTAL (aprox.) 627.100 154.790 3.583.106 1.641.139

3. DEFB1

[0019] Las beta-defensinas son péptidos catiénicos con amplio espectro de actividad antimicrobiana que son
productos de epitelios y leucocitos (Ganz y Weiss, 1997). Estos productos génicos simples de dos exones se
expresan en las superficies epiteliales y se secretan en sitios que incluyen la piel (Harder et al., 1997), cérnea
(McNamara et al.,, 1999), lengua (Mathews et al.,, 1999, Jia et al., 2000), encias (Mathews et al., 1999;
Krisanaprakomkit et al., 1998), glandulas salivales (Mathews et al., 1999), eséfago (Jia et al., 2000), intestino (O’Neil
et al., 1999), rifion (Valore et al., 1998; Zucht et al., 1998), tracto urogenital (Valore et al., 1998) y el epitelio
respiratorio (Bals et al., 1998; Goldman et al., 1997; McCray y Bentley. 1997). Hasta ahora, se han identificado cinco
genes beta-defensina de origen epitelial y se han caracterizado en seres humanos: DEFB1 (Bensch et al., 1995),
DEFB 2 (Harder et al., 1997), DEFB3 (Harder et al., 2001; Jia et al., 2001), DEFB4 y HE2/EP2.

[0020] La estructura primaria de cada producto génico de beta-defensina se caracteriza por un motivo de seis
cisteinas de pequefio tamafio, carga catidnica elevada y exquisita diversidad mas alld de estas caracteristicas. El
rasgo mas caracteristico de las proteinas de defensina es su motivo de seis cisteinas que forman una red de tres
enlaces disulfuro. Los tres enlaces disulfuro en las proteinas beta-defensina se encuentran entre C1-Cs, C2-Cs y Cs-
Cs. La distancia mas comun entre los restos de cisteina adyacentes es de 6, 4, 9, 6, 0. La distancia entre las
cisteinas en las proteinas beta-defensina puede variar en uno o dos aminoéacidos excepto para C5 y C6, localizado
cerca del extremo carboxilo. En todos los genes beta-defensina conocidos de vertebrados, estos dos restos de
cisteina son adyacentes entre si.

[0021] Un segundo rasgo de las proteinas beta-defensina es su pequefio tamafio. Cada gen beta-defensina codifica
una prepro-proteina que varia de tamafio de 59 a 80 aminoacidos con un tamafio promedio de 65 aminoacidos. Este
producto génico después se escinde mediante un mecanismo desconocido para crear el péptido maduro que varia
de tamafio de 36 a 47 aminoacidos con un tamafio promedio de 45 aminoacidos. Las excepciones de estos
intervalos son los productos génicos EP2/HE2 que contienen el motivo beta-defensina y se expresan en el
epididimo.
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[0022] Un tercer rasgo de las proteinas beta-defensina es la alta concentracion de restos catidnicos. La cantidad de
restos cargados positivamente (arginina, lisina, histidina) en el péptido maduro varia de 6 a 14 con un promedio de
9.

[0023] El rasgo final de los productos génicos de beta-defensina es su estructura primaria diversa pero una
conservacién de estructura terciaria evidente. Debajo de las seis cisteinas, no se conservan aminoacidos sencillos
en una posicion determinada en todos los miembros conocidos de esta familia de proteinas. Sin embargo, existen
posiciones que estan conservadas que parece que son importantes para las estructuras secundaria y terciaria y la
funcion.

[0024] A pesar de la gran diversidad de la secuencia de aminoacidos primaria de las proteinas beta-defensina, los
datos limitados sugieren que la estructura terciaria de esta familia de proteinas estda conservada. El nucleo
estructural es una lamina beta antiparalela tricatenaria, segin se ilustra por las proteinas codificadas por BNBD-12 y
DEFB2. Las tres cadenas beta estdn conectadas por un giro beta, y un bucle en horquilla alfa y la segunda cadena
beta también contiene una protuberancia beta. Cuando estas estructuras se pliegan en su estructura terciaria
apropiada, la secuencia aparentemente al azar de restos catidnicos e hidr6fobos se concentra en dos caras de una
proteina globular. Una cara es hidréfila y contiene muchas cadenas laterales cargadas positivamente y la otra es
hidréfoba. En solucion, la proteina HBD-2 codificada por el gen DEFB2 muestra un segmento alfa helicoidal cerca
del extremo N no previamente adscrito a estructuras en solucién de alfa-defensinas o a la beta-defensina BNBD-12.
Los aminoé&cidos cuyas cadenas laterales se dirigen hacia la superficie de la proteina estdn menos conservados
entre las proteinas beta-defensina mientras que los restos de aminoacidos en las tres cadenas beta de la l[amina
nudcleo beta estan mas altamente conservados.

[0025] Los péptidos de beta-defensina se producen como pre-pro-péptidos y después se escinden para liberar un
fragmento peptidico activo C-terminal sin embargo, las rutas para el procesamiento intracelular, conservacion y
liberacion de los péptidos beta-defensina humanos en el epitelio de las vias respiratorias son desconocidas.

4. Diagnéstico

[0026] Una ventaja clave de la presente explicacion es que en la presente memoria se describen métodos que
consiguen un proceso mas rapido y simplificado para identificar a partir de un tejido o liquido corporal un sujeto que
padece o esté en riesgo de padecer cancer de prostata.

[0027] Por tanto, los métodos descritos en la presente memoria pueden comprender la deteccion, incluyendo la
medicion, de PAX2 y/o DEFBL1 en un tejido del sujeto, tal como una muestra de biopsia de la préstata. La biopsia de
préstata es un procedimiento en el que se extirpan pequefias muestras de una glandula de prostata de hombre a
ensayar para determinar la presencia de cancer. Tipicamente se realiza cuando las puntuaciones de un ensayo de
sangre PSA dan lugar a un nivel que esta asociado con la posible presencia de cancer de préstata.

[0028] Los métodos descritos en la presente memoria pueden comprender la deteccion, incluyendo la medicion de
PAX2 y/o DEFB1 en una célula del sujeto, tal como una célula de la prostata del sujeto.

[0029] Ademas, los métodos descritos en la presente memoria pueden comprender la deteccién, incluyendo la
medicion, de PAX2 y/o DEFB1 en liquidos corporales del sujeto, tal como sangre, orina, plasma, suero, lagrimas,
linfa, bilis, liquido cefalorraquideo, liquido intersticial, humor acuoso o vitreo, calostro, esputo, liquido amniético,
saliva, secreciones anales y vaginales, sudoracion, semen, trasudado, exudado y fluido sinovial. El plasma
sanguineo es el componente liquido de la sangre, en el que se suspenden las células sanguineas. El plasma es el
componente de la sangre mas sencillo, constituyendo aproximadamente 55% del volumen sanguineo total. El suero
se refiere al plasma sanguineo en el que se han eliminado factores de coagulacién (tales como fibrina). El plasma
sanguineo contiene muchas proteinas vitales incluyendo fibrinbgeno, globulinas y albimina de suero humana.
Algunas veces el plasma humano puede contener impurezas virales que deben extraerse mediante un proceso viral.

[0030] La identificacion de marcadores de proteinas en sangre puede proporcionar un diagnéstico mas preciso o
precoz del cancer que tiene un impacto positivo sobre el tratamiento y control del cancer. Como se describe en la
presente memoria, la expresién aberrante de PAX2 se produce precozmente en la progresiéon de cancer y puede ser
un suceso de iniciacion en la tumorogénesis. Por lo tanto, pueden usarse muestras de pacientes recogidas para
explorar la presencia de proteinas o antigenos PAX2 para la deteccién precoz del cancer.

[0031] Adicionalmente, la incorporacién de la exploracion de PAX2 puede proporcionar a los especialistas clinicos
un pronosticador para tejido iniciado o precanceroso. Los candidatos para este ensayo incluyen pacientes en alto
riesgo (basandose en edad, raza) para cancer. Como un diagnostico, después puede realizarse un ensayo PAX2
positivo por exploracion adicional con un biomarcador para determinar el sitio del cancer. Ademas, estos pacientes
pueden ser candidatos para inhibidores de PAX2 para quimioprevencion para sus canceres. Como alternativa, este
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ensayo puede usarse en pacientes como una medicion de la eficacia de su terapia contra el cancer o para controlar
la reaparicion del cancer.

[0032] Como otro ejemplo, pacientes que presentan indicadores con potencial de cancer tales como la deteccion de
nédulos en la prostata durante un examen rectal digital realizado por el médico o aquellos que experimentan una
subida rapida en PSA a menudo estan en el estado “Espera Expectante”. A menudo es dificil considerar si estos
pacientes tienen o desarrollaran cancer. La deteccion de PAX2 en muestras, tales como plasma/suero de estos
pacientes puede usarse para ayudar en la decision de obtener una biopsia en hombres en los que se sospecha
cancer de prostata, que puede conducir a una reduccion en la cantidad de biopsias prostaticas innecesarias y una
intervencion precoz de su enfermedad.

[0033] También se proporciona en la presente memoria un método de diagnéstico de cancer de préstata en un
sujeto, que comprende detectar en células procedentes de la préstata del sujeto niveles de PAX2 y beta defensina-1
(DEFBL1), en el que la proporcion de PAX2 con respecto a DEFB1 es de al menos aproximadamente 100:1.

[0034] En la presente memoria también se proporciona un método de diagnostico de neoplasia intraepitelial de
prostata (PIN) en un sujeto, que comprende detectar en células procedentes de la prostata del sujeto niveles de
PAX2 y beta defensina-1 (DEFB1), en el que la proporcién de PAX2 con respecto a DEFB1 es al menos
aproximadamente 40:1 y menos de aproximadamente 100:1.

[0035] En la presente memoria también se proporciona un método para identificar un sujeto que tiene una prostata
normal, que comprende detectar en células procedentes de la préstata del sujeto niveles de PAX2 y beta defensina-
1 (DEFB1), en el que la proporcion de PAX2 con respecto a DEFB1 es menos de aproximadamente 40:1.

[0036] En la presente memoria también se proporciona un método para diferenciar entre afecciones de la préstata
normales, precancerosas y cancerosas en un sujeto, que comprende detectar en células procedentes de la préstata
del sujeto niveles de PAX2 y beta defensina-1 (DEFB1). En algunos aspectos, en los que la proporcién de PAX2 con
respecto a DEFB1 es menos de aproximadamente 40:1, se detecta un estado de préstata normal. En algunos
aspectos, cuando la proporcién de PAX2 con respecto a DEFB1 es al menos aproximadamente 40:1 y menos de
aproximadamente 100:1, se detecta un estado precanceroso. En algunos aspectos, cuando la proporcion de PAX2
con respecto a DEFBL1 es al menos aproximadamente 100:1, se detecta una prostata cancerosa.

5. Diagndstico y Tratamiento

[0037] En la presente memoria también se proporciona un método para diagnosticar y tratar el cancer de prostata en
un sujeto, que comprende detectar en células procedentes de la prostata del sujeto niveles de PAX2 y beta
defensina-1 (DEFB1), en el que la proporcion de PAX2 con respecto a DEFB1 es al menos aproximadamente 100:1,
que adicionalmente comprende el tratamiento de dicho sujeto.

[0038] En la presente memoria también se proporciona un método para diagnosticar y tratar neoplasia intraepitelial
de prostata (PIN) en un sujeto, que comprende detectar en células procedentes de la prostata del sujeto niveles de
PAX2 y beta defensina-1 (DEFB1), en el que la proporcion de PAX2 con respecto a DEFB1 es al menos de
aproximadamente 40:1 y menos de aproximadamente 100:1, que comprende adicionalmente el tratamiento de dicho
sujeto.

[0039] Como se usa en los métodos descritos el tratamiento para el cancer de préstata puede implicar la espera
expectante, cirugia, terapia de radiacién, ultrasonido focalizado de alta intensidad (HIFU), quimioterapia, criocirugia,
terapia hormonal o alguna combinacién. Qué opcién es mejor depende de la fase de la enfermedad, la puntuacion
de Gleason y el nivel de PSA. Otros factores de importancia son la edad del hombre, su salud general y sus
sensaciones sobre los posibles tratamientos y sus posibles efectos secundarios.

[0040] Si el cancer se ha propagado mas alla de la prostata, las opciones del tratamiento cambian
significativamente, de manera que la mayoria de los médicos que tratan el cancer de préstata utilizan una diversidad
de nomogramas para predecir la probabilidad de la propagacion. En el tratamiento por espera expectante, HIFU,
terapia por radiacion, criocirugia y cirugia generalmente se ofrecen a hombres cuyo cancer permanece dentro de la
préstata. La terapia hormonal y quimioterapia a menudo se reservan para enfermedades que se han propagado mas
alld de la préstata. Sin embargo, existen excepciones; la radioterapia puede usarse para algunos tumores
avanzados Y la terapia hormonal se usa para algunos tumores de estadio precoz. La crioterapia, terapia hormonal y
guimioterapia también pueden ofrecerse si el tratamiento inicial falla y el cancer avanza.

[0041] La espera expectante, denominada también “vigilancia activa”, se refiere a la observaciéon y monitorizacion
regular sin tratamiento invasivo. La espera expectante a menudo se usa cuando se encuentra un cancer de prostata
de crecimiento lento, de estadio precoz en un hombre de edad avanzada. La espera expectante también puede
sugerirse cuando el riesgo de cirugia, radioterapia o terapia hormonal superan los posibles beneficios. Otros
tratamientos pueden iniciarse si los sintomas se desarrollan o si estos son sintomas de que el cancer se desarrolla
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aceleradamente (por ejemplo, produciendo rapidamente PSA, aumentando la puntuacién Gleason sobre biopsia
repetida, etc.). La mayoria de los hombres que eligen la espera expectante para tumores en estado precoz
eventualmente presentan sintomas de progresién tumoral y puede ser necesario comenzar tratamiento a los tres
afios.

[0042] La extraccion quirargica de la prostata o prostatectomia, es un tratamiento comuin bien para el cancer de
préstata de estado precoz o para cancer que no ha respondido a radioterapia. El tipo mas comuin es la
prostatectomia retropubica radical, en la que el cirujano extirpa la préstata mediante una incisién abdominal. Otro
tipo es la prostatectomia perineal radical, en la que el cirujano extirpa la prostata a través de una incisién en el
perineo, la piel entre el escroto y el ano. La prostatectomia radical también puede realizarse laparoscépicamente,
mediante una serie de pequefias incisiones (1 cm) en el abdomen, con o sin ayuda de un robot quirdrgico.

[0043] La prostatectomia radical es muy eficaz para tumores que no se han propagado mas alla de la prostata. Las
tasas de curacién dependen de factores de riesgo tales como el nivel de PSA y el grado Gleason. Sin embargo,
pueden ocasionar lesion nerviosa que altera significativamente la calidad de vida del superviviente de cancer de
prostata. Pueden usarse medicaciones tales como sildenafil (Viagra), tadalafil (Cialis) o vardenafil (Levitra) para
restablecer algiin grado de potencia. Para la mayoria de los hombres con enfermedad érgano-confinada, una técnica
mas limitada de “moderacion nerviosa” puede ayudar a impedir la incontinencia urinaria y la impotencia.

[0044] La prostatectomia radical se ha usado tradicionalmente en solitario cuando el cancer es pequefio. En el caso
de margenes positivos o encontrar una enfermedad localmente avanzada sobre la patologia, la radioterapia
adyuvante puede ofrecer una cirugia mejorada. La cirugia también puede ofrecerse cuando un cancer no responde a
radioterapia. Sin embargo, como la radioterapia ocasiona cambios tisulares, la prostatectomia después de radiacion
tiene un mayor riesgo de complicaciones.

[0045] La reseccion transuretral de la prostata, cominmente denominada “TURP”, es un procedimiento quirdrgico
realizado cuando el tubo de la vejiga al pene (uretra) se bloquea por un agrandamiento de la prostata. La TURP es
generalmente para enfermedades benignas y no significa un tratamiento definitivo para el céncer de prostata.
Durante una TURP, un pequefio tubo (cistoscopio) se coloca en el pene y el bloqueo de la préstata se secciona.

[0046] En enfermedades metastasicas, en las que el cancer se ha propagado mas alla de la préstata, la extirpacion
de los testiculos (denominada orquiectomia) puede realizarse para disminuir los niveles de testosterona y controlar
el crecimiento del cancer.

[0047] La braquiterapia para el cancer de prostata se administra usando “semillas”, varillas pequefias radiactivas
implantadas directamente en el tumor. La terapia con radiacién, conocida también como radioterapia, utiliza rayos
Gamma para destruir las células cancerosas de la pristata. Se usan dos tipos de terapia por radiacién diferentes en
el tratamiento contra el cancer de prostata; terapia con radiacién de haces externos y braquiterapia,

[0048] La terapia con radiacion de haces externos usa un acelerador lineal para producir rayos Gamma de alta
energia que se dirigen en un haz hacia la prostata. Una técnica denominada terapia por radiacion de intensidad
modulada (IMRT) puede usarse para ajustar el haz de radiacion para conformar con la forma del tumor, permitiendo
proporcionar mayores dosis a la préstata y vesicula seminal con un menor dafio a la vejiga y recto. La terapia con
radiacion de haces externa se proporciona generalmente durante varias semanas, con visitas diarias a un centro de
radioterapia.

[0049] La terapia con radiacién de haz externo para el cancer de préstata se administra mediante un acelerador
lineal tal como este. La braquiterapia implica la colocacién de aproximadamente 100 “semillas” que contienen
material radiactivo (tal como yodo-125 o paladio-103) con una aguja a través de la piel del perineo directamente en
el tumor. Estas semillas emiten rayos X de menor energia que solamente son capaces de desplazarse a corta
distancia. Las semillas de braquiterapia permaneceran en la prostata permanentemente, aunque los hombres con
semillas implantadas no estan en riesgo de exponer a otros a radiacion.

[0050] La terapia con radiacién se usa normalmente en el tratamiento para el cancer de préstata. Esta puede usarse
en lugar de cirugia para canceres precoces y también puede usarse en fases avanzadas de cancer de préstata para
tratar metastasis 6sea dolorosa. Los tratamientos con radiacién también pueden combinarse con terapia hormonal
para enfermedades de riesgo intermedio, en las que la terapia con radiaciéon en solitario es probablemente menos
curativa para el cancer. La radiacién de haz externo puede combinarse con braquiterapia para situaciones de
intermedias a alto riesgo. También se considera una combinacién de “triple modalidad” de terapia con radiacion de
haz externo, braquiterapia y terapia hormonal.

[0051] La terapia con radiacion se ofrece frecuentemente a hombres cuyos problemas médicos hacen que la cirugia

sea mas arriesgada. La terapia con radiacién parece curar pequefios tumores que estan confinados en la prostata
aproximadamente casi tan bien como cirugia. Sin embargo, hasta 2006 algunas cuestiones permanecen sin
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resolver, tales como si la radiacion debe proporcionarse al resto de la pelvis, cuanta dosis debe absorberse y si la
terapia hormonal debe proporcionarse al mismo tiempo.

[0052] La criocirugia es otro método para el tratamiento del cancer de préstata. Esta es menos invasiva que la
prostatectomia radical y se usa menos habitualmente anestesia general. Bajo guia ecogréfica, se insertan varillas
metalicas a través de la piel del perineo dentro de la prdstata. Para enfriar las varillas se usa nitrégeno liquido, que
congela el tejido circundante a -196 °C (-320 °F). Dado que el agua dentro de las células de la prostata se congela,
las células mueren. La uretra se protege de la congelacion mediante un catéter lleno con liquido caliente. La
criocirugia generalmente produce menos problemas con el control urinario que otros tratamientos, pero se produce
impotencia hasta 90% del tiempo.

[0053] La terapia hormonal usa mediaciones o cirugia para bloguear que las células del cancer de prostata
adquieran dihidrotestosterona (DHT), una hormona producida en la préstata y necesaria para el crecimiento y
propagacion de la mayoria de las células cancerosas de la prostata. El bloqueo de la DHT frecuentemente produce
que el cancer de préstata detenga el crecimiento e incluso se reduzca. Sin embargo, la terapia hormonal raramente
cura el cancer de préstata porque canceres que inicialmente responden a terapia hormonal tipicamente se vuelven
resistentes después de uno o dos afios. Por lo tanto la terapia hormonal se usa normalmente cuando el cancer se ha
propagado desde la préstata. También puede proporcionarse a hombres que se someten a terapia con radiacion o
cirugia para ayudar a impedir la reaparicion de su cancer.

[0054] La terapia hormonal para el cancer de prostata dirige las rutas que utiliza el cuerpo para producir DHT. Un
bucle de retroalimentacion que implica los testiculos, hipotdlamo y las glandulas hipéfisis, adrenal y prostatica
controla los niveles en sangre de la DHT. En primer lugar, bajos niveles en sangre de DHT estimulan al hipotalamo
para producir la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH). La GnRH estimula después la glandula hipdfisis para
producir la hormona luteinizante (LH), y la LH estimula a los testiculos a producir testosterona. Finalmente, la
testosterona de los testiculos y la deshidroepiandrosterona de las glandulas adrenales estimulan la préstata para
producir mas DHT. La terapia hormonal puede disminuir los niveles de DHT interrumpiendo esta ruta en cualquier
momento.

[0055] La orquiectomia es una cirugia para extirpar los testiculos. Dado que los testiculos fabrican la mayoria de la
testosterona del organismo, tras la orquiectomia los niveles de testosterona descienden. Ahora la préstata no solo
carece de estimulos de testosterona para producir DHT, sino que tampoco tiene suficiente testosterona para
transformar en DHT.

[0056] Los antiandrégenos son medicaciones tales como flutamida, bicalutamida, nilutamida y acetato de ciproterona
que directamente bloquean las acciones de testosterona y DHT en las células de cancer de prostata.

[0057] Las medicaciones que bloquean la produccion de andrégenos adrenales tales como DHEA incluyen
ketoconazol y aminoglutetimida. Dado que las glandulas adrenales solo fabrican aproximadamente 5% de los
androgenos del cuerpo, estas medicaciones se usan generalmente solo en combinaciéon con otros métodos que
pueden bloquear 95% de los andrégenos fabricados por los testiculos. Estos métodos combinados se denominan
bloqueo androgénico total (TAB). El TAB también puede conseguirse usando antiandrégenos.

[0058] La accién de GnRH puede interrumpirse en una de dos maneras. Los antagonistas de GnRH suprimen la
produccién de GnRH directamente, mientras que los agonistas de GnRH suprimen GnRH a través del proceso de
regulacion por disminucion después de un efecto de estimulacion inicial. Abarelix es un ejemplo de un antagonista
de GnRH, mientras que los agonistas de GnRH incluyen leuprolida, goserelina, triptorelina y buserilina. Inicialmente,
estas medicaciones aumentan la produccién de LH. Sin embargo, debido a que el aporte constante de la medicacién
no se ajusta al ritmo de produccién natural del organismo, la produccién tanto de LH como de GnRH disminuye
después de algunas semanas. IT

6. Tratamiento/ Prevencion

[0059] A modo de ejemplo pero no en el ambito de la invencién existen métodos de prevencion de cancer de
préstata en un sujeto, que comprenden administrar a un sujeto diagnosticado con neoplasia intraepitelial de préstata
(PIN) una composicion que comprende un inhibidor de la expresion o actividad de PAX2. Las “actividades” de una
proteina incluyen, por ejemplo, la transcripcién, traduccion, translocacion intracelular, secrecion, fosforilacion por
guinasas, escision por proteasas, union homdfila y heterdfila a otras proteinas, ubiquitinaciéon. En algunos aspectos,
“actividad PAX2” se refiere especificamente a la uniéon de PAX2 con el promotor de DEFB-1. En la presente memoria
también se proporciona un método de prevencion del cancer de préstata en un sujeto que comprende diagnosticar a
un sujeto con neoplasia intraepitelial de préstata (PIN) y administrar al sujeto una composicion que comprende un
inhibidor de la expresion o actividad de PAX2. El sujeto puede diagnosticarse con PIN detectando en células de la
préstata del sujeto los niveles de PAX2 y beta defensina-1 (DEFB1), en la que la proporcion PAX2 con respecto a
DEFBL1 es al menos aproximadamente 40:1 y menos de aproximadamente 100:1.
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[0060] En algunos aspectos, PAX2 se regula positivamente en la etapa de atrofia antes de PIN. Por tanto, también
se proporciona un método de prevencién de cancer de préstata en un sujeto, que comprende detectar en células de
la prostata del sujeto niveles de PAX2 y beta defensina-1 (DEFB1), en la que la proporcion de PAX2 con respecto a
DEFB1 es al menos aproximadamente 40:1 y menos de aproximadamente 100:1, y administrar al sujeto una
composicion que comprende un inhibidor de la expresién o actividad de PAX2.

[0061] A modo de ejemplo pero no en el ambito de la invencién existen métodos para el tratamiento de neoplasia
intraepitelial de préstata (PIN) en un sujeto, que comprende diagnosticar a un sujeto con PIN y administrar al sujeto
una composicion que comprende un inhibidor de la expresion o actividad de PAX2. El sujeto puede diagnosticarse
con PIN detectando en células de la préstata del sujeto niveles de PAX2 y beta defensina-1 (DEFB1), en la que la
proporcion de PAX2 con respecto a DEFB1 es al menos aproximadamente de 40:1 y menos de aproximadamente
100:1.

[0062] A modo de ejemplo pero no en el ambito de la invencién se encuentran métodos de tratamiento o prevencion
de neoplasia intraepitelial de préstata (PIN) en un sujeto, que comprende detectar en células de la prostata del
sujeto niveles de PAX2 y beta defensina-1 (DEFBL1), en la que la proporcién de PAX2 con respecto a DEFB1 es al
menos aproximadamente de 40:1 y menos de aproximadamente 100:1, y administrar al sujeto una composicion que
comprenda un inhibidor de la expresion o actividad de PAX2.

[0063] A modo de ejemplo pero no en el &mbito de la invencion se encuentran métodos de tratamiento de cancer de
préstata en un sujeto que comprenden diagnosticar a un sujeto con cancer de préstata y administrar al sujeto una
composicion que comprende un inhibidor de la expresion o actividad de PAX2. El sujeto puede diagnosticarse con
cancer de prostata detectando en células de la prostata del sujeto niveles de PAX2 y beta defensina-1 (DEFB1), en
la que la proporcién de PAX2 con respecto a DEFB1 es al menos aproximadamente 100:1.

[0064] El inhibidor de los métodos descritos puede ser un antagonista selectivo de angiotensina Il. El inhibidor de los
métodos descritos puede ser un antagonista selectivo de la enzima convertidora de angiotensina (ACE). Por
ejemplo, el inhibidor puede ser enalapril. El inhibidor puede ser un antagonista selectivo del receptor de angiotensina
Il de tipo 1 (AT1R). Por ejemplo el inhibidor puede ser valsartan, olmesartan o telmisartan. El inhibidor puede ser un
antagonista selectivo de MEK. El inhibidor puede ser un antagonista selectivo de ERK1,2. El inhibidor puede ser un
antagonista selectivo de STAT3. El inhibidor puede ser un antagonista selectivo de PAX2. El inhibidor puede
bloquear la uniéon de PAX2 al promotor de beta defensina-1 (DEFB1). En algunos aspectos, el inhibidor descrito de
la expresion o actividad de PAX2 no es un antagonista del receptor AT1R.

[0065] Por “antagonista selectivo” se refiere a algo que se une directamente e inhibe la actividad de la diana. Las
“actividades” de una proteina incluyen, por ejemplo, transcripcion, traduccion, translocacion intracelular, secrecion,
fosforilacion por quinasas, escision por proteasas, union homofila y heterdfila a otras proteinas, ubiquitinacion. Por
tanto, por ejemplo un antagonista selectivo de una quinasa puede unirse a la quinasa e inhibir la fosforilacién de la
diana a la quinasa. Por tanto, por ejemplo, un antagonista selectivo de una quinasa puede unirse a la quinasa e
impedir la union de la quinasa a su sustrato.

[0066] En la presente memoria también se proporciona un método para el tratamiento o prevencién del cancer de
prostata en un sujeto, que comprende administrar a dicho sujeto una composicion que comprende un antagonista
selectivo de MEK y/o ERK1,2. Este también puede ser un método para inhibir la expresion de PAX2. En este método
al sujeto se le puede diagnosticar en primer lugar una afeccidn pre-cancerosa (por ejemplo PIN) o cancer.

[0067] ElI antagonista selectivo de MEK y/o ERK1,2 puede ser U0126. U0126 es un compuesto organico
quimicamente sintetizado que inicialmente se reconocié como un antagonista de AP-1 celular, y se encontré que era
muy selectivo y un inhibidor muy potente de la cascada de Proteina Quinasa Activada por Mitégeno (MAPK)
inhibiendo sus activadores inmediatos aguas arriba, Proteina Quinasa Quinasa Activada por Mitégeno 1 y 2
(conocida también como MEK1 y MEK2, CI50: 70 y 60 nM respectivamente). U0126 inhibe la MEK1,2 tanto activa
como inactiva, a diferencia de PD098059 que solo inhibe la activacién de MEK inactiva. El bloqueo de la activacion
de MEK impediria la fosforilacién aguas abajo de diversos factores que incluyen p62TCK (Elk-1), un inductor aguas
arriba de c-Fos y c-Jun, componentes del complejo AP-1. La inhibicién de la ruta MEK/ERK por U0126 también
impide todos los efectos de H-Ras y K-Ras oncogénicos, inhibe parte de los efectos desencadenados por factores
de crecimiento y bloquea la produccion de citocinas inflamatorias y metaloproteinasas de la matriz.

[0068] El antagonista selectivo de MEK y/o ERK1,2 puede ser PD98059. PD98059 (inhibidor de MEK1) se ha
observado que actda in vivo como un inhibidor altamente selectivo de la activacion de MEK1 y la cascada MAP
guinasa. PD98059 se une a las formas inactivas de MEK1 e impide la activacion por activadores aguas arriba tales
como c-Raf. PD98059 inhibe la activacion de MEK1 y MEK2 con valores de CI50 de 4 uM y 50 UM, respectivamente.

[0069] En la presente memoria también se proporciona un método para el tratamiento o prevenciéon del cancer de
préstata en un sujeto, que comprende administrar a dicho sujeto una composicién que comprende un antagonista
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selectivo de STAT3. Este es también un método de inhibicién de la expresion de PAX2. En primer lugar en este
método al sujeto se le puede diagnosticar un estado pre-canceroso (por ejemplo, PIN) o cancer.

[0070] Como se observa en la presente memoria, PAX2 inhibe la expresion de DEFB 1 y se observa que DEFB 1
tiene actividad destructora de células tumorales. Por tanto, se proporciona un método para el tratamiento de cancer
en un sujeto inhibiendo la expresion de PAX2. Un ejemplo de un cancer tratado mediante el método de la presente
invenciéon es el cancer de prostata. Los métodos de la presente invencién son particularmente eficaces para el
tratamiento de cancer de préstata en fase tardia.

[0071] En los métodos de tratamiento del cancer descritos, el método de inhibir la expresion de PAX2 puede ser por
administracion de un acido nucleico que codifica un ARNip para PAX2. Dharmachon es una fuente comercial para
tales ARNip.

[0072] Por ejemplo, el ARNip para su uso en los métodos puede comprender:
AUAGACUCGACUUGACUUCUU (SEC ID N°:2),
AUCUUCAUCACGUUUCCUCUU (SEC ID N°:4),
GUAUUCAGCAAUCUUGUCCUU (SEC ID N°:6),

GAUUUGAUGUGCUCUGAUGUU (SEC ID Ne©:8), o combinaciones de los mismos, que incluyen fragmentos de
al menos 10 acidos nucleicos y sus variantes conservativas.

[0073] Otros ejemplos de secuencias diana para moléculas que inhiben PAX2 incluyen:
N°1 ACCCGACTATGTTCGCCTGG (SEC ID N°:56),
N°2 AAGCTCTGGATCGAGTCTTTG (SEC ID N°:57),

y N° 4 ATGTGTCAGGCACACAGACG (SEC ID N°:58). Se observo que el N°4 inhibia PAX2 X2 (Davies et al., Hum.
Mol. Gen Jan. 15, 13 (2); 235).

[0074] Otro documento (Muratovska et al., Paired-Box genes are frequently expressed in cancer and often required
for cancer cell survival Oncogene (2003) 22, 7989-7997) describe los siguientes ARNip:
GUCGAGUCUAUCUGCAUCCTT (SEC ID N°:59) y GGAUGCAGAUAGACUCGACTT (SEC ID N°:60).

[0075] Para regular por disminucion la expresién de Pax2, Fonsato et al. transfectaron células endoteliales derivadas
de tumor con un vector PAX2 antisentido. Véase Fonsato V. et al. Am J Pathol. 2006; 168(2):706-1, que se incorpora
en la presente memoria por referencia para su descripcién de esta molécula. De manera similar, Hueber et al.,
informan que el ADNc antisentido de PAX2 y el ARN de interferencia pequefio de PAX2 (100 nM) reducen la
proteina PAX2 enddgena. Véase Hueber et al. Kidney Int. 2006, que se incorpora en la presente memaoria por instruir
acerca del ARNip PAX2 y antisentido PAX2.

[0076] Inhibidores adicionales de la expresion de PAX2 o la unién de PAX2 al promotor de DEFB1 se proporcionan
para aumentar la expresion de DEFB 1 en los métodos descritos en la presente invencién. Por ejemplo, pueden
disefiarse moléculas pequefas y anticuerpos basandose en los estudios actuales para interferir con o inhibir la union
de PAX2 al promotor de DEFB 1.

[0077] Como se observa en la presente memoria, PAX2 inhibe la expresion de DEFB1 y se observa que DEFB1
tiene actividad destructora de células tumorales. Por tanto, también se proporciona un método de tratamiento del
cancer en un sujeto administrando DEFB1. Un ejemplo de un cancer tratado por el método de la presente invencién
es cancer de préstata.

[0078] De manera similar, se proporciona un método de tratamiento del cancer en un sujeto aumentando la
expresion de DEFB1 en el sujeto. Los métodos actuales de administrar o aumentar la expresion de DEFB1 son
particularmente eficaces para el tratamiento del cancer de prostata en fase tardia.

[0079] En una realizacion de los métodos de la invencion para el tratamiento del cancer administrando DEFB1 o
aumentando la expresion de DEFB1 (por ejemplo, inhibiendo la expresion o la unién de PAX2), el sujeto es un sujeto
al que se le ha diagnosticado cancer de préstata. En una realizacion adicional de los métodos de la invencion para el
tratamiento del cancer administrando DEFB1 o aumentando la expresion de DEFB1 (por ejemplo, inhibiendo la
expresion o unién de PAX2), el sujeto es un sujeto al cual se le ha diagnosticado cancer de préstata avanzado
(estado tardio).
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[0080] En el método en el que la expresion de DEFB1 esta aumentada, esta puede estar aumentada bloqueando la
uniéon de PAX2 al promotor de DEFB1. El bloqueo de la union de PAX2 al promotor de DEFB1 puede ser por
administracion de un oligonucleétido que contenga el sitio de union de ADN de PAX2 de DEFB1. Este
oligonucledtido puede ser complementario a la secuencia de PAX2 que inhibe al promotor de DEFB1. Como
alternativa, el oligonucleétido puede interaccionar con el PAX2 de una manera que inhiba la unién a DEFB 1. Esta
interaccion puede basarse en la estructura tridimensional en lugar de la secuencia de nucleétidos primaria.

[0081] Las proteinas PAX son una familia de factores de transcripcién conservadas durante la evolucién y son
capaces de unirse a secuencias de ADN especificas mediante dominios denominados “dominio emparejado” y un
“homeodominio”. EI dominio emparejado (PD) es una secuencia consenso compartida por determinadas proteinas
PAX (por ejemplo, PAX2 y PAX6). El PD dirige la union de ADN de aminoacidos localizados en la hélice a3
formando un complejo ADN-Proteina. Para PAX2, los aminoacidos en el HD reconocen e interaccionan
especificamente con una secuencia nucleo de ADN CCTTG (SEC ID Ne°:1). Los oligonucleétidos hasta y
sobrepasando 64 bases de longitud, que incluyen esta secuencia o0 su complemento se espera que sean inhibidores.

[0082] Se investigd la especificidad de unién al ADN del dominio emparejado PAX-8. Los experimentos de seleccion
de sitio indican que PAX-8 se une a una secuencia consenso de manera similar a las que se unen por PAX-2 y Pax-
5. Cuando las secuencias consenso de diversos dominios emparejados se observan a la luz de recientes estudios
estructurales que describen la interaccion de ADN-dominio emparejado (Xu, et al. 1995), parece que los pares de
bases que contactan en el surco menor estan conservados, mientras que la mayoria de los pares de bases que
contactan en el surco mayor no lo estan. Por lo tanto una red de contactos de surco menor especificos es una
caracteristica comun de las interacciones de ADN de dominio emparejado. La importancia funcional de tal red puede
someterse satisfactoriamente a ensayo analizando el efecto de mutaciones basadas en consenso del sitio de unién
de PAX2 al promotor de DEFB1.

[0083] El sitio de ADN de PAX2 de DEFB1 puede comprender la SEC ID N°:1 (CCTTG).

[0084] EI oligonucleétido que comprende el sitio de unidon del ADN PAX2 de DEFB1 se selecciona del grupo que
consiste en

[0085] X1-CCTTG (SEC ID N°:1)-X2, en la que X; es de 1 a 35 nucledtidos flanqueantes contiguos de DEFB1 y X,
es de 1 a 35 nucledtidos. Los nucledtidos pueden ser nucleétidos contiguos que flanquean normalmente el sitio de
union de ADN de PAX2 de DEFB 1. Como alternativa, pueden no estar relacionados con DEFB1, y seleccionarse
rutinariamente para evitar interferencias con la secuencia de reconocimiento.

[0086] Por ejemplo, los oligonucledtidos inhibidores pueden seleccionarse del grupo que consiste en:
CTCCCTTCAGTTCCGTCGAC (SEC ID N°:9)
CTCCCTTCACCTTGGTCGAC (SEC ID N°:10)
ACTGTGGCACCTCCCTTCAGTTCCGTCGACGAGGTTGTGC (SEC ID N°:12)
ACTGTGGCACCTCCCTTCACCTT GGTCGACGAGGTTGTGC (SEC ID N°:13)

[0087] Las composiciones descritas pueden usarse para tratar cualquier enfermedad en las que se produce
proliferacidn celular no controlada tal como cancer. Un listado no limitante de tipos diferentes de canceres es el
siguiente: linfomas (Hodgkins y no Hodgkins), leucemias, carcinomas, carcinomas de tejidos sélidos, carcinomas de
células escamosas, adenocarcinomas, sarcomas, gliomas, gliomas de alto grado, blastomas, neuroblastomas,
plasmacitomas, histiocitomas, melanomas, adenomas, tumores hipdxicos, mielomas, linfomas o sarcomas
relacionados con SIDA, canceres metastasicos o canceres en general.

[0088] Una lista representativa aunque no limitante de canceres que las composiciones descritas puede usar para
tratar es la siguiente: linfoma, linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos T, micosis fungoide, Enfermedad de
Hodgkin, leucemia mieloide, cancer de vejiga, cancer cerebral, cancer del sistema nervioso, cancer de cabeza y
cuello, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer renal, canceres pulmonares, tal como cancer
microcitico pulmonar y cancer no microcitico pulmonar, neuroblastoma/glioblastoma, cancer de ovario, cancer
pancreatico, cancer de préstata, cancer de piel, cancer hepatico, melanoma, carcinomas de células escamosas de la
boca, garganta, laringe y pulmén, cancer de colon, cancer de cuello uterino, carcinoma de cuello uterino, cancer de
mama y cancer epitelial, cancer renal, cancer genitourinario, cancer pulmonar, carcinoma esofagico, carcinoma de
cabeza y cuello, cancer de intestino grueso, canceres hematopoyéticos; cancer testicular; canceres de colon y
rectales, cancer prostatico o cancer pancreatico. Los compuestos descritos en la presente memoria también pueden
usarse para el tratamiento de afecciones pre-cancerosas tales como displasias de cuello uterino y anales, otras
displasias, displasias graves, hiperplasias, hiperplasias atipicas y neoplasias. Adicionalmente, numerosas
enfermedades surgidas a raiz de inflamacién crénica, por ejemplo, prostatitis e Hipertrofia Prostatica Benigna (BPH),
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asi como diversos canceres de la préstata, pueden verse afectados por los métodos y compuestos de la presente
invencion.

[0089] El locus del gen de DEFB1 (8p23.3) es un punto de acceso para deleciones y se ha relacionado con
pacientes con mal prondstico. Por tanto, DEFB1 (y quiza PAX2) puede usarse como un biomarcador, por ejemplo,
en una exploracion para la deteccidon precoz del cancer de préstata. Adicionalmente, los datos presentados en la
presente memoria indican que su pérdida puede producirse tan temprano como PIN (o incluso antes), y puede ser
un factor de contribucion principal para la aparicion del cancer de préstata.

B. Composiciones
1. Inmunoensayos

[0090] Existen numerosos métodos para la deteccién de analitos, tales como proteinas, tal como PAX2 y/o DEFB1,
conocidos o recientemente descubiertos en la técnica, que pueden usarse en los métodos descritos. Por ejemplo,
PAX2 y/o DEFB1 pueden detectarse usando métodos convencionales de inmunodeteccion. Las etapas de diversos
métodos de inmunodeteccion utiles se han descrito en la bibliografia cientifica, tal como, por ejemplo, Maggio et al.,
Enzyme-Immunoassay, (1987) y Nakamura, et al., Enzyme Immunoassays: Heterogeneous and Homogeneous
Systems, Handbook of Experimental Immunology, Vol. 1: Immunochemistry, 27.1-27.20 (1986) cada una de las
cuales se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad y especificamente por sus ensefianzas
con respecto a los métodos de inmunodeteccidon. Los inmunoensayos, en su sentido més simple y directo, son
ensayos de union que implican la unién entre anticuerpos y antigenos. Se conocen muchos tipos y formatos de
inmunoensayos y todos son adecuados para detectar los biomarcadores descritos. Ejemplos de inmunoensayos son
los ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), radioinmunoensayos (RIA), ensayos de precipitacion
radioinmune (RIPA), ensayos de captura de inmunoperlas, transferencia de Western, transferencia puntual, ensayos
de modificacion en gel, Citometria de flujo, matrices de proteinas, matrices de perlas formando multicomplejos,
captura magnética, formacion de imégenes in vivo, transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET)
y recuperacién/localizacién de fluorescencia después de fotodecoloracion (FRAP/FLAP).

[0091] En general, los inmunoensayos implican poner en contacto una muestra que se sospecha que contiene una
molécula de interés (tal como los biomarcadores descritos) con un anticuerpo con la molécula de interés o poner en
contacto un anticuerpo con una molécula de interés (tal como anticuerpos con los biomarcadores descritos) con una
molécula que puede unirse por el anticuerpo, como puede ser el caso, en condiciones eficaces para permitir la
formacion de inmunocomplejos. La puesta en contacto de una muestra con el anticuerpo con una molécula de
interés o con la molécula que puede unirse mediante un anticuerpo con la molécula de interés en condiciones
eficaces y durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la formacion de inmunocomplejos (inmunocomplejos
primarios) es generalmente una cuestion de poner en contacto simplemente la molécula o el anticuerpo y la muestra
e incubar la mezcla durante un periodo de tiempo lo suficientemente largo para que los anticuerpos formen
inmunocomplejos con, es decir, para unirse a, cualquier molécula (por ejemplo, antigenos) presentes a los cuales
pueden unirse los anticuerpos. En muchas formas de inmunoensayo, la composicién muestra/anticuerpo tal como
una seccion de tejido, placa ELISA, transferencia puntual o transferencia de Western, puede lavarse después para
eliminar cualquier especie de anticuerpo no especificamente unida, permitiendo Unicamente que se detecten esos
anticuerpos unidos especificamente con los inmunocomplejos primarios.

[0092] Los inmunoensayos pueden incluir métodos para detectar o cuantificar la cantidad de una molécula de interés
(tal como los biomarcadores descritos 0 sus anticuerpos) en una muestra, cuyos métodos generalmente implican la
deteccién o cuantificacion de cualquier inmunocomplejo formado durante el proceso de union. En general, la
deteccion de la formacién de inmunocomplejos se conoce bien en la técnica y puede conseguirse mediante la
aplicaciéon de numerosas estrategias. Estos métodos estan generalmente basados en la deteccion de una etiqueta o
marcador, tal como cualquier etiqueta radiactiva, fluorescente, biolégica o enzimatica o cualquier otro marcador
conocido. Véase, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos 3.817.837; 3.850.752; 3.939.350; 3.996.345;
4.277.437; 4.275.149 y 4.366.241, cada una de las cuales se incorpora en la presente memoria por referencia en su
totalidad y especificamente por las ensefianzas con respecto a los métodos y marcadores de inmunodeteccion.

[0093] Como se usa en la presente memoria, un marcador puede incluir un colorante fluorescente, un miembro de
un par de unién, tal como biotina/estreptavidina, un metal (por ejemplo, oro) 0 una etiqueta epitopica que puede
interaccionar especificamente con una molécula que pueda detectarse, tal como produciendo una sustancia con
color o fluorescente. Las sustancias adecuadas para marcar de forma detectable proteinas incluyen colorantes
fluorescentes (conocidos también en la presente memoria como fluorocromos y fluoréforos) y enzimas que
reaccionan con sustratos colorimétricos (por ejemplo peroxidasa de rabano picante). El uso de colorantes
fluorescentes se prefiere generalmente en la realizacion practica de la invencién ya que pueden detectarse a
cantidades muy pequefias. Adicionalmente, en el caso en el que antigenos multiples reaccionen con una sola matriz,
cada antigeno puede marcarse con un compuesto fluorescente distinto para la deteccién simultanea. Las manchas
marcadas en la matriz se detectan usando un fluorimetro, indicando la presencia de una sefial un antigeno unido a
un anticuerpo especifico.
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[0094] Los fluoréforos son compuestos o moléculas que producen luminiscencia. Tipicamente los fluor6foros
absorben energia electromagnética a una longitud de onda y emiten energia electromagnética a una segunda
longitud de onda. Los fluoréforos representativos incluyen, pero sin limitacion, 1,5 IAEDANS; 1,8-ANS; 4-
Metilumbeliferona; 5-carboxi-2,7-diclorofluoresceina; 5-Carboxifluoresceina (5-FAM); 5-Carboxinaftofluoresceina; 5-
Carboxitetrametilrodamina  (5-TAMRA); 5-Hidroxi Triptamina (5-HAT); 5-ROX (carboxi-X-rodamina); 6-
Carboxirrodamina 6G; 6-CR 6G; 6-JOE; 7-Amino-4-metilcoumarina; 7-Aminoactinomicina D (7-AAD); 7-Hidroxi-4- |
metilcoumarina; 9-Amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA); ABQ: Acido Fucsinico; Naranja de Acridina; Rojo de
Acridina; Amarillo de Acridina; Acriflavina; Acriflavina Feulgen SITSA; Aequorina (Fotoproteina); AFP - Proteina
AutoFluorescente - (Quantum Biotechnologies) véase sgGFP, sgBFP; Alexa Fluor 350T™; Alexa Fluor 430™; Alexa
Fluor 488™; Alexa Fluor 532™; Alexa Fluor 546™; Alexa Fluor 568™; Alexa Fluor 594™: Alexa Fluor 633™; Alexa
Fluor 647™; Alexa Fluor 660™; Alexa Fluor 680™; Alizarin Complexon; Rojo de Alizarina; Aloficocianina (APC);
AMC, AMCA-S; Aminometilcoumarina (AMCA); AMCA-X; Aminoactinomicina D; Aminocoumarina; Azul de Anilina;
Antrocil Estearato; APC-Cy7; APTRA-BTC; APTS; Rojo Brillante Astrazon 4G; Naranja Astrazon R; Rojo Astrazon
6B; GLL Amarillo Astrazon 7; Atabrina; ATTO- TAG™ CBQCA; ATTO-TAG™ FQ; Auramina; Aurofosfina G;
Aurofosfina; BAO 9 (Bisaminofeniloxa-diazol); BCECF (a pH elevado); BCECF (a pH bajo); Berberin Sulfato; Beta
Lactamasa; GFP cambiado a azul BFP (Y66H); Proteina Fluorescente Azul; BFP/GFP FRET; Bimane;
Bisbenzemida; Bisbenzimida (Hoechst); bis- BTC; Blancofor FFG; Blancofor SV; BOBO™ -1; BOBO™ -3; Bodipy
492/515; Bodipy 493/503; Bodipy 500/510; Bodipy 505/515; Bodipy 530/550; Bodipy 542/563; Bodipy 558/568;
Bodipy 564/570; Bodipy 576/589; Bodipy 581/591; Bodipy 630/650-X; Bodipy 650/665-X; Bodipy 665/676; Bodipy F1;
Bodipy FL ATP; Bodipy F1-Ceramida; Bodipy R6G SE; Bodipy TMR; conjugado de Bodipy TMR-X; Bodipy TMR-X,
SE; Bodipy TR; Bodipy TR ATP; Bodipy TR-X SE; BO-PRO™ -1; BO-PRO™-3; Sulfoflavina Brillante FF; BTC; BTC-
5N; Calceina; Azul de Calceina; Calcium Crimson -; Calcium Green; colorante Calcium Green-1 Ca®*; Calcium
Green-2 Ca?"; Calcium Green-5N Ca?*; Calcium Green-C18 Ca?*; Calcium Orange; Calcofluor Blanco; Carboxi-X-
rodamina (5-ROX); Cascade Blue™; Cascade Yellow; Catecolamina; CCF2 (GeneBlazer); CFDA; CFP (Proteina
Fluorescente Cian); CFP/YFP FRET; Clorofila; Cromomicina A; Cromomicina A; CL-NERF; CMFDA; Coelenterazina;
Coelenterazina cp; Coelenterazina f; Coelenterazina fcp; Coelenterazina h; Coelenterazina hcp; Coelenterazina ip;
Coelenterazina n; Coelenterazina O; Faloidina Coumarina; C-ficocianina; CPM | Metilcoumarina; CTC; CTC
Formazan; Cy2™; Cy3.1 8; Cy3.5™;

Cy3™: Cy5.1 8; Cy5.5™; Cy5™; Cy7™; Cian GFP; Fluorosensor AMP ciclico (FICRhR); Dabcil; Dansil; Dansil
Amina; Dansil Cadaverina; Cloruro de Dansil; Dansil DHPE; fluoruro de Dansil; DAPI; Dapoxil; Dapoxil 2; Dapoxil
3'DCFDA; DCFH (Diacetato de Diclorodihidrofluoresceina); DDAO; DHR (Dihidrorrodamina 123); Di-4-ANEPPS; Di-
8-ANEPPS (sin proporcion); DiA (4-Di 16-ASP); Diacetato de Diclorodihidrofluoresceina (DCFH); DiD- Indicador
Lipéfilo; DID (DilC18(5)); DIDS; Dihidorrodamina 123 (DHR); Dil (DilC188(3)); | Dinitrofenol; DIO (DiOC18(3)); DIR;
DiR (DilC188(7)); DM-NERF (a pH alto); DNP; Dopamina; DsRojo; DTAF; DY-630-NHS; DY-635-NHS; EBFP; ECFP;
EGFP; ELF 97; Eosina; Eritrosina; Eritrosina ITC; Bromuro de Etidio; Homodimero-1 de Etidio (EthD-1); Eucrisina;
EukoLight; cloruro de Europio (111); EYFP; Fast Blue; FDA,; Feulgen (Pararosanilina); FIF (Fluorescencia Inducida
por Formaldehido); FITC; Naranja Flazo; Fluo-3; Fluo-4; Fluoresceina (FITC); Diacetato de Fluoresceina; Fluoro-
Emerald; Fluoro-Oro (Hidroxiestilbamidina); Fluor-Rubi; FluorX; FM 1-43™:FM 4-46; Fura Red™ (a pH alto); Fura
Red™/Fluo-3; Fura-2; Fura-2BCECF; Rojo Brillante de Genacril B; Amarillo Brillante de Genacril 10GF; Rosa de
Genacril 3G; Amarillo de Genacril 5GF; GeneBlazer; (CCF2); GFP (S65T); GFP rojo desplazado (rsGFP); GFP de
tipo silvestre sin excitacion UV (WtGFP); GFP de tipo silvestre, excitacion UV (WtGFP); GFPuv; Acido Gloxalico; azul
Granular; Hematoporfirina; Hoechst 33258; Hoechst 33342; Hoechst 34580; HPTS; Hidroxicoumarina;
Hidroxiestilbamidina (FluoroGold); Hidroxitriptamina; Indo-1, elevado en calcio; Indo-1 bajo en calcio;
Indodicarbocianina (DiD); Indotricarbocianina (DiR); Intrawhite Cf; JC-1; JO JO-1; JO-PRO-1; LaserPro; Laurodan;
LDS 751 (ADN); LDS 751 (ARN); Leucofor PAF; LeucoforSF; LeucoforWs; Lisamina Rodamina; Lisamina Rodamina
B; homodimero de Calceina/ Etidio; LOLO-1; LO-PRO-1; Amarillo Lucifer; Lyso Tracker Blue; Lyso Tracker Blue-
White; Lyso Tracker Green; Lyso Tracker Red; Lyso Tracker Yellow; LysoSensor Blue; LysoSensor Green;
LysoSensor Yellow/Blue; Mag Green; Magdala Red (Phloxin B); Mag-Fura Red; Mag-Fura-2; Mag-Fura-5; Mag-Indo-
1; Verde Magnesio; Naranja Magnesio; Verde Malaquita; Azul Marina; | Maxilon Flavina Brillante 10 GFF; Maxilon
Flavina Brillante 8 GFF; Merocianina; Metoxicoumarina; Mitotracker Verde FM; Mitotracker Naranja; Mitotracker Rojo;
Mitramicina; Monobromobiman; Monobromobiman (mBBr-GSH); Monoclorobiman; MPS (Estilbeno Pironina Verde
Metilo); NBD; NBD Amina; Rojo Nilo; Nitrobenzoxedidol; Noradrenalina; Rojo Réapido Nuclear; Amarillo Nuclear i;
Nylosan lavina Brillante E8G; Oregon Green™; Oregon Green™ 488; Oregon Green™ 500; Oregon Green™ 514;
Azul Pacifico; Pararosanilina (Feulgen); PBFI; PE-Cy5; PE-Cy7; PerCP; PerCP-Cy5.5; RojoTexas-PE (Rojo 613);
Floxina B (Rojo Magdala); Phorwite AR; Phorwite BKL; Phorwite Rev; Phorwite RPA; Fosfina 3R; PhotoResist;
Ficoeritrina B [PE]; Ficoeritrina R [PE]; PKH26 (Sigma); PKH67; PMIA; Negro Azul Pontocromo; POPO-1; POPO-3;
PO-PRO-1; PO-1 PRO-3; Primulina; Amarillo Procion; Yoduro de Propidio (P1); PyMPO; Pireno; Pironina; Pironina
B; Flavina Brillante Pirozal 7GF; QSY 7; Mostaza de Quinacrina; Resorufina; RH 414; Rhod-2; Rodamina; Rodamina
110; Rodamina 123; Rodamina 5 GLD; Rodamina 6G; Rodamina B; Rodamina B 200; Rodamina B extra; Rodamina
BB; Rodamina BG; Verde Rodamina; Falacidina Rodamina; Rodamina; Faloidina; Rojo de Rodamina; Rodamina WT,;
Rosa Bengala; R-ficocianina: R-ficoeritrina (PE); rsGFP; S65A; S65C; S65L; S65T; Sapphira GFP; SBFI; Serotonina;
Rojo Brillante Sevron 2B; Rojo Brillante Sevron 4G; Rojo Brillante Sevron | B; Naranja Sevron; Amarillo L Sevron;
sgBFP™ (super brillante BFP); sgGFP™ (super brillante GFP); SITS (Primulina; Acido Estilbeno Isotiosulfénico);
SNAFL calceina; SNAFL-1; SNAFL-2; SNARF calceina; SNARF1; Verde Sodio; SpectrumAqua; SpectrumGreen;
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SpectrumOrange; Spectrum Red; SPQ (6-metoxi- N-(3 sulfopropil) quinolinio); Estilbeno; Sulforrodamina B y C;
Sulforrodamina Extra; SYTO 11; SYTO 12; SYTO 13; SYTO 14; SYTO 15; SYTO 16; SYTO 17; SYTO 18; SYTO 20;
SYTO 21; SYTO 22; SYTO 23; SYTO 24; SYTO 25; SYTO 40; SYTO 41; SYTO 42; SYTO 43; SYTO 44; SYTO 45;
SYTO 59; SYTO 60; SYTO 61; SYTO 62; SYTO 63; SYTO 64; SYTO 80; SYTO 81; SYTO 82; SYTO 83; SYTO 84;
SYTO 85; SYTOX Blue; SYTOX Green; SYTOX Orange; Tetraciclina; Tetrametilrrodamina (TRITC); Texas Red™;
conjugado de Texas Red-X™; Tiadicarbocianina (DiSC3); Rojo R de Tiazina; Naranja Tiazol; Tioflavina 5; Tioflavina
S; Tioflavina TON; Thiolyte; Naranja de Tiozol; Tinopol CBS (Calcofluor Blanco); TIER; TO-PRO-1; TO-PRO-3; TO-
PRO-5; TOTO-1; TOTO-3; Tricolor (PE-Cy5); Tetrametil Rodaminelso TioCianato TRITC; True Blue; Tru Red;
Ultralite; Uranina B; Uvitex SFC; wt GFP; WW781; X-Rodamina; XRITC; Naranja Xileno; Y66F; Y66H; Y66W;
Amarillo GFP; YFP; YO-PRO-1; YO- PRO 3; YOYO-1 ;YOYO-3; Verde Sybr; naranja Tiazol (colorantes
intercalantes); nanoparticulas semiconductoras tales como manchas cudanticas o fluoréforos confinados (que pueden
activarse con luz u otra fuente energética electromagnética) o una combinacion de los mismos.

[0095] EI marcado puede ser directo o indirecto. En el marcado directo, el anticuerpo de deteccién (el anticuerpo
para la molécula de interés) o la molécula de deteccidon (la molécula que puede unirse por un anticuerpo a la
molécula de interés) incluye un marcador. La deteccion del marcador indica la presencia del anticuerpo de deteccion
o molécula de deteccion, que a su vez indica la presencia de la molécula de interés o de un anticuerpo con la
molécula de interés, respectivamente. En el marcaje indirecto, una molécula o resto adicional se pone en contacto
con, o se genera en el sitio de, el inmunocomplejo. Por ejemplo, una molécula o resto generador de una sefial tal
como una enzima puede unirse a 0 asociarse con el anticuerpo de deteccion o molécula de deteccion. La molécula
generadora de sefiales puede después generar una sefial detectable en el sitio del inmunocomplejo. Por ejemplo,
cuando se proporciona una enzima con sustrato adecuado, puede producir un producto visible o detectable en el
sitio del inmunocomplejo. El ensayo ELISA usa este tipo de marcaje indirecto.

[0096] Como otro ejemplo de marcaje indirecto, una molécula adicional (que puede denominarse agente de union)
puede unirse a la molécula de interés o al anticuerpo (anticuerpo primario) con la molécula de interés, tal como un
anticuerpo secundario con el anticuerpo primario, puede ponerse en contacto con el inmunocomplejo. La molécula
adicional puede tener un marcador o una molécula o resto generador de sefiales. La molécula adicional puede ser
un anticuerpo, que puede por tanto denominarse anticuerpo secundario. La unién de un anticuerpo secundario al
anticuerpo primario puede formar un denominado sandwich con el primer anticuerpo (o primario) y la molécula de
interés. Los inmunocomplejos pueden ponerse en contacto con el anticuerpo secundario, marcado, en condiciones
eficaces y durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la formacion de inmunocomplejos secundarios. Los
inmunocomplejos secundarios pueden después lavarse generalmente para retirar cualquier anticuerpo secundario
marcado no especificamente unido y el marcador restante en los inmunocomplejos secundarios puede después
detectarse. La molécula adicional puede estar o incluir uno de un par de moléculas o restos que pueden unirse entre
si, tal como el par biotina/avidina. En este modo, el anticuerpo de deteccién o la molécula de deteccién debe incluir
el otro miembro del par.

[0097] Otros métodos de marcaje indirecto incluyen la detecciébn de inmunocomplejos primarios mediante una
estrategia en dos etapas. Por ejemplo, una molécula (que puede denominarse como primer agente de union), tal
como un antibidtico, que tiene una afinidad de unién para la molécula de interés o anticuerpo correspondiente puede
usarse para formar inmunocomplejos secundarios, como se ha descrito anteriormente. Después del lavado, los
inmunocomplejos secundarios pueden ponerse en contacto con otra molécula (que puede denominarse segundo
agente de unién) que tiene una afinidad de unién para el primer agente de unién, de nuevo en condiciones eficaces
y durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la formacion de inmunocomplejos (formando asi
inmunocomplejos terciarios). El segundo agente de unién puede unirse a un marcador detectable o a una molécula o
resto generador de sefales, permitiendo la deteccion de inmunocomplejos terciarios asi formados. Este sistema
puede proporcionar amplificacion de sefiales.

[0098] Los inmunoensayos que implican la deteccion de sustancias, tales como una proteina o un anticuerpo con
una proteina especifica, incluyen ensayos sin marcador, métodos de separacion de proteinas (es decir,
electroforesis), ensayos de captura en soporte sélido o deteccidon in vivo. Los ensayos sin marcador son
generalmente medios de diagndstico para determinar la presencia 0 ausencia de una proteina especifica, o un
anticuerpo con una proteina especifica, en una muestra. Los métodos de separacion de proteinas son
adicionalmente (tiles para evaluar las propiedades fisicas de la proteina, tales como el tamafio o la carga neta. Los
ensayos de captura son generalmente mas Utiles para evaluar cuantitativamente la concentracion de una proteina
especifica, 0 anticuerpo con una proteina especifica, en una muestra. Finalmente, la deteccion in vivo es Util para
evaluar los patrones de expresion espacial de la sustancia, es decir, en los que la sustancia puede encontrarse en
un sujeto, tejido o células.

[0099] A menos que las concentraciones sean suficientes, los complejos moleculares ([Ab-Ag]n) generados por la
interaccion de antigeno/anticuerpo son visibles a simple vista, pero también pueden detectarse cantidades mas
pequefias y medirse debido a su capacidad para dispersar un haz de luz. La formacion de complejos indica que los
dos reactivos estan presentes, y en los ensayos de inmunoprecipitacion se usa una concentracion constante de un
anticuerpo reactivo para medir el antigeno especifico ([Ab-Ag]n) y los antigenos reactivos se usan para detectar el
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anticuerpo especifico ([Ab-Ag]n). Si las especies reactivas se usan para recubrir previamente células (como en
ensayos de hemaglutinacion) o particulas muy pequefias (como en ensayo de aglutinacion con latex), la
“aglutinacion” de las particulas recubiertas es visible a concentraciones mucho mas bajas. Una diversidad de
ensayos basados en estos principios elementales es de uso comun, incluyendo ensayo de inmunodifusion de
Ouchterlony, inmunoelectroforesis en cohete y ensayos inmunoturbidométricos y nefelométricos. Las principales
limitaciones de tales ensayos son la sensibilidad limitada (limites de deteccién inferiores) en comparacién con
ensayos que emplean marcadores y, en algunos casos, debido a que concentraciones muy altas de analito pueden
realmente inhibir la formacion de complejos, necesitando protectores que hagan los procedimientos mas complejos.
Algunos de estos ensayos de Grupo 1 proceden de la fecha del descubrimiento de anticuerpos y ninguno de ellos
tiene un “marcador” real (por ejemplo, Agenz). Otros tipos de inmunoensayos que son sin marcador dependen de
inmunosensores, y una diversidad de instrumentos que pueden detectar directamente interacciones anticuerpo-
antigeno se encuentran actualmente disponibles en el mercado. La mayoria dependen de la generacion de una onda
evanescente en una superficie con sensor con un ligando inmovilizado, que permite controlar de manera continua la
unién al ligando. Los inmunosensores permiten una facil investigacion de interacciones cinéticas y, con la llegada de
instrumentos especializados de bajo costo, pueden en el futuro encontrar una amplia aplicacién en inmunoanalisis.

[0100] El uso de inmunoensayos para detectar una proteina especifica puede implicar la separacion de las proteinas
por electroforesis. La electroforesis es la migracion de moléculas cargadas en soluciéon en respuesta a un campo
eléctrico. Su velocidad de migracién depende de la fuerza del campo, de la carga neta, tamafio y forma de las
moléculas y también de la fuerza iénica, viscosidad y temperatura del medio en las que se mueven las moléculas.
Como una herramienta analitica, la electroforesis es sencilla, rapida y muy sensible. Se usa analiticamente para
estudiar las propiedades de especies cargadas sencillas y como una técnica de separacion.

[0101] Generalmente la muestra se hace correr en una matriz soporte tal como papel, acetato de celulosa, gel de
almidon, agarosa o gel de poliacrilamida. La matriz inhibe el mezclado convectivo causado por calentamiento y
proporciona un registro de procesado electroforético: al final del procesamiento, la matriz puede tefiirse y usarse
para escanear, autorradiografiar o almacenar. Ademas, las matrices soporte mas cominmente usadas - agarosa y
poliacrilamida - proporcionan un medio de separacion de moléculas por tamafio, ya que son geles porosos. Un gel
poroso puede actuar como un filtro retardando, o en algunos casos obstruyendo completamente, el movimiento de
grandes macromoléculas permitiendo al mismo tiempo que moléculas mas pequefias migren libremente. Dado a que
los geles de agarosa diluidos son generalmente mas rigidos y faciles de manipular que la poliacrilamida de la misma
concentracion, se usa agarosa para separar macromoléculas mas grandes tales como &cidos nucleicos, proteinas
grandes y complejos de proteina. La poliacrilamida, que es facil de manipular y preparar a altas concentraciones, se
usa para separar la mayoria de las proteinas y pequefios oligonucleétidos que requieren un tamafo de poro de gel
pequefio para el retraso.

[0102] Las proteinas son compuestos anfotéricos, su carga neta por lo tanto se determina por el pH del medio en el
que estan suspendidas. En una soluciéon con un pH por encima de su punto isoeléctrico, una proteina tiene una
carga neta negativa y migra hacia el anodo en un campo eléctrico. Debajo de su punto eléctrico, la proteina esta
positivamente cargada y migra hacia el catodo. La carga neta que lleva una proteina es ademas independiente de su
tamafio - es decir, la carga que lleva por unidad de masa (o longitud, dado que proteinas y &cidos nucleicos son
macromoléculas lineales) de molécula difiere de proteina a proteina. Por lo tanto a un pH determinado, y en
condiciones no desnaturalizantes, la separacion electroforética de las proteinas se determina tanto por tamafio como
por carga de las moléculas.

[0103] El dodecil sulfato sddico (SDS) es un detergente aniénico que desnaturaliza las proteinas “atrapandolas
alrededor” de la estructura polipeptidica - y el SDS se une a proteinas claramente especificamente en una
proporcion de masa de 1,4:1. Al hacer esto, el SDS confiere una carga negativa al polipéptido en proporcién con
respecto a su longitud. Adicionalmente, normalmente es necesario reducir los puentes disulfuro en las proteinas
(desnaturalizar) antes de que adopten la configuracion enrollada al azar necesaria para la separacion por tamario;
esto se realiza con 2-mercaptoetanol o ditiotreitol (DTT). En la desnaturalizacion por lo tanto las separaciones con
SDS-PAGE la migracién se determina no por carga eléctrica intrinseca del polipéptido, sino por el peso molecular.

[0104] La determinacion del peso molecular se realiza por SDS-PAGE de proteinas de peso molecular conocido
junto con la proteina a caracterizar. Existe una relacion lineal entre el logaritmo del peso molecular de un polipéptido
desnaturalizado con SDS, o acidos nucleicos naturales, y su Rf. El Rf se calcula como la proporcién de la distancia
migrada a la molécula que migré por un marcador colorante-frontal. Una forma simple de determinar el peso
molecular relativo por electroforesis (Mr) es representar graficamente una curva patrén de la distancia migrada frente
al log10 PM para muestras conocidas y leer el logMr de las muestras después de medir la distancia migrada sobre el
mismo gel.

[0105] En electroforesis bidimensional, las proteinas se fraccionan en primer lugar en base a una propiedad fisica vy,
en una segunda etapa, en base a otra. Por ejemplo, el isoelectroenfoque puede usarse para la primera dimension,
convenientemente realizada en un gel de tubo y electroforesis con SDS en un gel de tabla puede usarse para la
segunda dimensiéon. Un ejemplo de un procedimiento es el de O'Farrell, P.H., High Resolution Two-dimensional
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Electrophoresis of Proteins, J. Biol. Chem. 250: 4007-4021 (1975), incorporado en la presente memoria por
referencia en su totalidad por sus ensefianzas sobre los métodos de electroforesis bidimensionales. Otros ejemplos
incluyen pero sin limitacion, los encontrados en Anderson, L y Anderson, NG, High resolution two-dimensional
electrophoresis of human plasma proteins, Proc. Natl. Acad. Sci. 74:5421-5425 (1977), Ornstein, L., Disc
electrophoresis, L. Ann. N.Y. Acad. Sci. 121:321349 (1964), cada uno de los cuales se incorpora en la presente
memoria por referencia en su totalidad por las ensefianzas con respecto a los métodos de electroforesis.

[0106] Laemmli, U.K., Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4, Nature
227:680 (1970), que se incorporan en la presente memoria por referencia en su totalidad por las ensefianzas con
respecto a los métodos de electroforesis, describe un sistema discontinuo para resolver proteinas desnaturalizadas
con SDS. El ion conductor en el sistema de tampén Laemmli es cloruro y el ion rastreador es glicina. Por
consiguiente, el gel de resolucién y el gel de apilamiento se realizan en tampones Tris-HCI (de diferente
concentracién y pH), mientras que el tampoén tanque es Tris-glicina. Todos los tampones contienen SDS a 0,1 %.

[0107] Un ejemplo de un inmunoensayo que usa electroforesis que se contempla en los métodos actuales es el
andlisis de transferencia de Western. La transferencia o inmunotransferencia de Western permite la determinacion
de la masa molecular de una proteina y la medicion de cantidades relativas de la proteina presentes en muestras
diferentes. Los métodos de deteccion incluyen la deteccién quimioluminiscente y cromatogénica. Pueden
encontrarse métodos convencionales para analisis de transferencia de Western por ejemplo en D.M. Bollag et al.,
Protein Methods (22 edicién 1996) y E. Harlow & D. Lane, Antibodies, a Laboratory Manual (1988), Patente de
Estados Unidos 4.452.901, cada uno de los cuales se incorpora en la presente memoria por referencia en su
totalidad por las ensefianzas con respecto a los métodos de transferencia de Western. Generalmente, las proteinas
se separan por electroforesis en gel, normalmente SDS-PAGE. Las proteinas se transfieren a una lamina de un
papel de transferencia especial, por ejemplo, nitrocelulosa, aunque pueden usarse otros tipos de papel o
membranas. Las proteinas conservan el mismo patrén de separacion que conservan en el gel. La transferencia se
incuba con una proteina genética (tal como proteinas lacteas) para unirse a cualquier resto adhesivo que esté en la
nitrocelulosa. Después se afiade un anticuerpo a la solucidn que es capaz de unirse a su proteina especifica.

[0108] EI acoplamiento de anticuerpos especificos a antigenos especificos inmovilizados puede visualizarse
facilmente por técnicas de inmunoensayo enzimatico indirectas, normalmente usando un sustrato cromogénico (por
ejemplo fosfatasa alcalina o peroxidasa de rdbano picante) o sustratos quimioluminiscentes. Otras posibilidades para
explorar incluyen el uso de marcadores fluorescentes o radioiso6topos (por ejemplo, fluoresceina, 125I). La sondas
para la deteccién de anticuerpos pueden ser anti-inmunoglobulinas conjugadas, proteina A estafilocdcica conjugada
(que se une a 1gG), o sondas con anticuerpos primarios biotinilados (por ejemplo, avidina/estreptavidina
conjugadas).

[0109] EI poder de la técnica se basa en la deteccion simultanea de una proteina especifica mediante su
antigenicidad y su masa molecular. Las proteinas se separan primero por masa en SDS-PAGE, y después se
detectan especificamente en la etapa de inmunoensayo. Por tanto, los patrones de proteina (escalas) pueden
procesarse simultaneamente para aproximar la masa molecular de la proteina de interés en una muestra
heterogénea.

[0110] El ensayo de desplazamiento de gel o ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética (EMSA) puede
usarse para detectar las interacciones entre las proteinas de unidon a ADN y sus secuencias de reconocimiento a
ADN afines, tanto de manera cualitativa como cuantitativa. Se describen técnicas ejemplares en Ornstein L., Disc
electrophoresis - I: Background and theory, Ann. NY Acad. Sci. 121:321 -349 (1964), y Matsudiara, PT and DR
Burgess, SDS microslab linear gradient polyacrylamide gel electrophoresis, Anal. Biochem. 87:386-396 (1987), cada
una de las cuales se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad por las ensefianzas con
respecto a los ensayos de desplazamiento en gel.

[0111] En un ensayo de desplazamiento en gel general, las proteinas g)urificadas 0 extractos celulares en bruto
pueden incubarse con una sonda de ADN o ARN marcada (por ejemplo, 2P-radiomarcada), seguido por separacion
de los complejos de la sonda libre a través de un gel de poliacrilamida no desnaturalizante. EI complejo migra mas
lentamente a través del gel que la sonda no unida. Dependiendo de la actividad de la proteina de unién, una sonda
marcada puede ser monocatenaria o bicatenaria. Para la deteccién de proteinas de unién a ADN tales como factores
de transcripcion, pueden usarse proteinas purificadas o parcialmente purificadas, o extractos celulares nucleares.
Para la deteccion de proteinas de union a ARN, pueden usarse proteinas purificadas o parcialmente purificadas, o
extractos celulares citoplasmicos o nucleares. La especificidad de la proteina de unién a ADN o ARN para el
supuesto sitio de unién se establece por experimentos de competencia usando fragmentos de ADN o ARN u
oligonucledtidos que contienen un sitio de unidn para la proteina de interés u otra secuencia no relacionada. Las
diferencias en cuanto a la naturaleza e intensidad del complejo formado en presencia de un competidor especifico y
no especifico permite la identificacion de interacciones especificas. Se hace referencia a Promega, Ensayo de
Desplazamiento en Gel FAQ, disponible en <http://www.promega.com/fag/gelshfaq.html> (visitada por ultima vez el
25 de marzo del 2005), que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad por las ensefianzas
con respecto a los métodos de desplazamiento de gel.
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[0112] Los métodos de desplazamiento en gel pueden incluir el uso, por ejemplo, de formas coloidales de tinciéon con
azul de COOMASSIE (Imperial Chemicals Industries, Ltd) para detectar proteinas en geles tales como geles de
electroforesis en poliacrilamida. Tales métodos se describen, por ejemplo, en Neuhoff et al., Electrophoresis 6:427-
448 (1985) y Neuhoff et al., Electrophoresis 9:255-262 (1988), cada uno de los cuales se incorpora en la presente
memoria por referencia en su totalidad por las ensefianzas con respecto a los métodos de desplazamiento en gel.
Ademas de los métodos de ensayo de proteina convencional indicados anteriormente, se describe una composicion
de limpieza de combinacién y tincién de proteina en la Patente de Estados Unidos N° 5.424.000 incorporada en la
presente memoria por referencia en su totalidad por sus ensefianzas con respecto a métodos de desplazamiento en
gel. Las soluciones pueden incluir acidos fosférico, sulfirico y nitrico y colorante Acido Violeta.

[0113] ElI Ensayo de Radioinmuno Precipitacion (RIPA) es un ensayo sensible que usa antigenos radiomarcados
para detectar anticuerpos especificos en suero. Los antigenos se dejan reaccionar con el suero y después precipitan
usando un reactivo especial, tal como, por ejemplo, perlas de sepharose proteina A. El inmunoprecipitado
radiomarcado unido se analiza después normalmente por electroforesis en gel. El ensayo de
Radioinmunoprecipitacion (RIPA) se usa frecuentemente como un ensayo confirmador para el diagnéstico de la
presencia de anticuerpos contra el VIH. RIPA también se denomina en la técnica Ensayo Farr, Ensayo con
Precipitina, Radioinmuno Ensayo con Precipitina; Andlisis de Radioinmunoprecipitacion; Andlisis de
Radioinmunoprecipitacion; y Analisis de Radioinmunoprecipitacion.

[0114] Aunque los inmunoensayos anteriores que utilizan electroforesis para separar y detectar las proteinas
especificas de interés permiten la evaluacion del tamafio de proteina, no son muy sensibles para evaluar la
concentracion de proteina. Sin embargo, también se contemplan inmunoensayos en los que la proteina o anticuerpo
especifico para la proteina se une a un soporte solido (por ejemplo, tubo, pocillo, perla o célula) para capturar el
anticuerpo o proteina de interés, respectivamente, de una muestra, combinado con un método para detectar la
proteina o anticuerpo especifico para la proteina sobre el soporte. Ejemplos de tales inmunoensayos incluyen
Radioinmunoensayo (RIA), Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (ELISA), Citometria de flujo, matriz de
proteinas, ensayo de perla formando multicomplejos y captura magnética.

[0115] EI Radioinmunoensayo (RIA) es un ensayo cuantitativo clasico para deteccion de reacciones antigeno-
anticuerpo usando una sustancia radiactivamente marcada (radioligando), tanto directa como indirectamente, para
medir la unién de la sustancia no marcada con un anticuerpo especifico u otro sistema receptor. El
radioinmunoensayo se usa, por ejemplo, para someter a ensayo hiveles de hormonas en sangre sin necesidad de
usar un inmunoensayo. También pueden medirse sustancias no inmunogénicas (por ejemplo, haptenos) si estan
acoplados a proteinas transportadoras mas grandes (por ejemplo, gammaglobulina bovina o albdimina de suero
humana) capaces de inducir la formacién de anticuerpos. RIA implica mezclar un antigeno radiactivo (debido a la
facilidad con la que los 4&tomos de yodo pueden introducirse en los restos tirosina en una proteina, a menudo se
usan los is6topos radiactivos **I o **!) con anticuerpo a ese antigeno. El anticuerpo se une generalmente a un
soporte solido, tal como un tubo o perlas. El antigeno no marcado o “frio” se afiade después en cantidades
conocidas y se mide la cantidad de antigeno marcado desplazado. Inicialmente el antigeno radiactivo se une a los
anticuerpos. Cuando se afiade el antigeno frio, los dos compiten por los sitios de unién al anticuerpo - y a mayores
concentraciones de antigeno frio, mas uniones al anticuerpo, desplazando la variante radiactiva. Los anticuerpos
unidos se separan de los no unidos en solucion y la radiactividad de cada uno se usa para representar graficamente
una curva de unién. La técnica es extremadamente sensible y especifica.

[0116] EI Ensayo de Inmunoabsorbencia Ligado a Enzimas (ELISA), o mas genéricamente denominado EIA
(InmunoEnsayo Enzimatico), es un inmunoensayo que puede detectar un anticuerpo especifico para una proteina.
En tal ensayo, un marcador detectable unido a un reactivo de uniéon a anticuerpo o de unién a antigeno es una
enzima. Cuando se expone a su sustrato, la enzima reacciona de tal manera para producir un resto quimico que
puede detectarse, por ejemplo, por espectrofotometria, fluorometria o medios visuales. Las enzimas que pueden
usarse para marcar de forma detectable reactivos Utiles para deteccion incluyen, pero sin limitacién, peroxidasa de
rabano picante, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, [B-galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, malato
deshidrogenasa, nucleasa estafilococica, asparaginasa, alcohol deshidrogenasa de levadura, alfa-glicerofosfato
deshidrogenasa, triosa fosfatasa isomerasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glucoamilasa y acetilcolinesterasa.
Para descripciones de procedimientos ELISA, véase Voller, A. et al., J. Clin. Pathol. 31:507-520 (1978); Butler, J. E.,
Meth. Enzymol. 73:482-523 (1981); Maggio, E. (ed.), Enzyme Immunoassay, CRC Press, Boca Raton, 1980; Butler,
J. E., In: Structure of Antigens, Vol. 1 (Van Regenmortel, M., CRC Press, Boca Raton, 1992, pp. 209-259; Butler, J.
E., In: van Oss, C. J. et al., (eds), Immunochemistry, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1994, pp. 759-803; Butler, J.
E. (ed.), Immunochemistry of Solid-Phase Immunoassay, CRC Press, Boca Raton, 1991); Crowther, "ELISA: Theory
and Practice,” In: Methods in Molecule Biology, Vol. 42, Humana Press; Nueva Jersey, 1995; Patente de Estados
Unidos 4.376.110, cada una de las cuales se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad y
especificamente por las ensefianzas con respecto a los métodos ELISA.

[0117] Los expertos en la materia conocen variaciones de técnicas ELISA. En una variacion, los anticuerpos que
pueden unirse a proteinas pueden inmovilizarse sobre una superficie seleccionada que presenta afinidad a
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proteinas, tal como un pocillo en una placa de microtitulacién de poliestireno. Después, a los pocillos puede afiadirse
una composicion de ensayo que se sospecha que contiene un antigeno marcador. Después de la union y lavado
para eliminar los inmunocomplejos no especificamente unidos, el antigeno unido puede detectarse. La deteccion
puede conseguirse mediante la adicion de un segundo anticuerpo especifico para la proteina diana, que esta unido a
un marcador detectable. Este tipo de ELISA es un simple “ELISA sandwich”. La deteccidon también puede
conseguirse por la adicion de un anticuerpo secundario, seguido por la adicién de un anticuerpo terciario que tiene
afinidad de unién por el anticuerpo secundario, estando el tercer anticuerpo unido a un marcador detectable.

[0118] Otra variacién es un ELISA de competencia. En el ensayo de ELISA de competencia, las muestras de ensayo
compiten por la unién con cantidades conocidas de antigenos o anticuerpos marcados. La cantidad de especies
reactivas en la muestra puede determinarse mezclando la muestra con la especie marcada conocida antes o durante
la incubacién con pocillos recubiertos. La presencia de especies reactivas en la muestra actGa para reducir la
cantidad de especies marcadas disponibles para unién con el pocillo y por tanto reduce la dltima sefial.

[0119] Independientemente del formato empleado, los ELISA tienen diversas caracteristicas en comun, tal como
recubrimiento, incubacion o union, lavado para eliminar las especies no unidas especificamente y deteccion de los
inmunocomplejos unidos. Los antigenos o anticuerpos pueden unirse a un soporte sélido, tal como en forma de
placa, perlas, barras, membranas o matrices de columna y la muestra a analizar se aplica al antigeno o anticuerpo
inmovilizado. En un recubrimiento una placa con antigeno o anticuerpo, uno generalmente incuba los pocillos de la
placa con una solucién del antigeno o anticuerpo, bien toda la noche o durante un periodo especificado de horas.
Los pocillos de la placa pueden después lavarse para eliminar el material incompletamente adsorbido. Cualquier
superficie disponible restante de los pocillos puede “recubrirse” con una proteina no especifica que es
antigénicamente neutra con respecto al antisuero de ensayo. Estos incluyen albumina de suero bovina (BSA),
caseina y soluciones de leche en polvo. El recubrimiento permite bloquear los sitios de adsorcion no especificos
sobre la superficie de inmovilizacion y por tanto reduce el fondo producido por la unién no especifica del antisuero
sobre la superficie.

[0120] En los ELISA, también puede usarse un medio de deteccidbn secundario o terciario en lugar de un
procedimiento directo. Por tanto, después de la unién de una proteina o anticuerpo con el pocillo, el recubrimiento
con un material no reactivo para reducir el fondo y lavado para eliminar el material no unido, la superficie de
inmovilizacién se pone en contacto con la muestra clinica o biolégica de control para someterse a ensayo en
condiciones eficaces para permitir la formacion de inmunocomplejos (antigeno/anticuerpo). La deteccion del
inmunocomplejo requiere después un agente de union secundario marcado o un agente de union secundario junto
con un tercer agente de union marcado.

[0121] La expresion “en condiciones eficaces para permitir la formaciéon de inmunocomplejos (antigeno/anticuerpo)”
significa que las condiciones incluyen diluir los antigenos y anticuerpos con soluciones tales como BSA,
gammaglobulina bovina (BGG) y solucion salina tamponada con fosfato (PBS)/Tween para reducir la unién no
especifica y para promover una proporcién razonable de sefial con respecto a ruido.

[0122] Las condiciones adecuadas también significa que la incubacién es a una temperatura y durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la union eficaz. Las etapas de incubacion pueden tipicamente estar en forma de
aproximadamente 1 minuto a doce horas, a temperaturas de aproximadamente 20 ° a 30 °C, o pueden incubarse
durante una noche a aproximadamente de 0 °C a aproximadamente 10 °C.

[0123] Siguiendo todas las etapas de incubacion en un ELISA, la superficie en contacto puede lavarse para eliminar
el material que no esta formando complejos. Un procedimiento de lavado puede incluir lavar con una solucién tal
como PBS/Tween o tampén borato. Después de la formacion de inmunocomplejos especificos entre la muestra de
ensayo y el material originalmente unido, y posterior lavado, puede determinarse la aparicion de cantidades de
inmunocomplejos incluso muy pequefas.

[0124] Para proporcionar un medio de deteccién, el anticuerpo secundario o terciario pueden tener un marcador
asociado para permitir la deteccion, como se ha descrito anteriormente. Esto puede ser una enzima que puede
generar desarrollo de color después de incubar con un sustrato cromogénico apropiado. Por tanto, por ejemplo,
puede ponerse en contacto e incubar el primero o segundo inmunocomplejos con un anticuerpo marcado durante un
periodo de tiempo y en condiciones que favorezcan el desarrollo de la formacion de inmunocomplejos posterior (por
ejemplo, incubacion durante 2 horas a temperatura ambiente en una solucién que contiene PBS tal como PBS-
Tween).

[0125] Después de la incubacién con el anticuerpo marcado y posterior lavado para eliminar el material no unido,
puede cuantificarse la cantidad de marcador, por ejemplo, incubando con un sustrato cromogénico tal como urea y
purpura de bromocresol o acido 2,2’-azido-di-(3-etil-benztiazolin-6-sulfénico [ABTS] y H202, en el caso de peroxidasa
como etiqueta enzimatica. La cuantificacion puede conseguirse después midiendo el grado de generacion de color,
por ejemplo, usando un espectrofotometro de espectro visible.
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[0126] La matriz de proteina son sistemas de ensayo de union a ligando en fase sélida que usa proteinas
inmovilizadas en superficies que incluyen vidrio, membranas, pocillos de microtitulacion, placas de espectrometro de
masas Yy perlas u otras particulas. Los ensayos son altamente paralelos (que forman complejos) y frecuentemente
miniaturizados (micromatrices, microplacas de proteina). Sus ventajas incluyen ser rapidos y automatizables,
capaces de elevada sensibilidad, economicidad de reactivos y proporcionar abundantes datos en un simple
experimento. El soporte bioinformatico es importante; la manipulacién de datos requiere un programa informatico
sofisticado y analisis de comparacion de datos. Sin embargo, el programa informatico puede adaptarse del que se
usa para micromatrices de ADN, asi como gran parte del soporte fisico y sistemas de deteccion.

[0127] Uno de los formatos principales es la matriz de captura, en la que los reactivos de unién a ligando, que son
normalmente anticuerpos pero también pueden ser armazones de proteinas alternativas, péptidos o aptameros de
acidos nucleicos, se usan para detectar moléculas diana en mezclas tales como extractos de plasma o tisulares. En
diagndstico, las matrices de captura pueden usarse para realizar multiples inmunoensayos en paralelo, sometiendo
a ensayo varios analitos en sueros individuales, por ejemplo y sometiendo a ensayo muchas muestras de suero
simultdneamente. En protedmica, se usan matrices de captura para cuantificar y comparar los niveles de proteinas
en diferentes muestras en personas sanas y enfermas, es decir perfilado de expresion de proteinas. En el formato
de matriz se usan proteinas distintas de aglutinantes a ligando especificos para las exploraciones de interaccion
funcional in vitro tales como proteina-proteina, proteina-ADN, proteina-farmaco, receptor-ligando, enzima-sustrato,
etc. Los reactivos de captura en si mismos se seleccionan y exploran contra muchas proteinas, que también pueden
realizarse en un formato de matriz contra dianas de proteina multiples.

[0128] Para la construccion de matrices, las fuentes de proteinas incluyen sistemas de expresion basados en células
para proteinas recombinantes, purificacion a partir de fuentes naturales, produccion in vitro por sistemas de
traduccion acelulares y métodos sintéticos para péptidos. Muchos de estos métodos pueden automatizarse para
produccion de alto rendimiento. Para las matrices de captura y andlisis de funcién de proteinas, es importante que
las proteinas deban estar correctamente plegadas y funcionales; lo que no siempre sucede, por ejemplo, en los que
las proteinas recombinantes se extraen de bacterias en condiciones desnaturalizantes. Sin embargo, matrices de
proteinas desnaturalizadas son Utiles en la exploracion de anticuerpos para reactividad cruzada, identificacion de
autoanticuerpos y seleccion de proteinas de union a ligando.

[0129] Las matrices de proteina se han disefiado como una miniaturizacién de métodos de inmunoensayo conocidos
tales como ELISA y transferencia puntual, que a menudo utilizan lectura fluorescente y se facilitan por sistemas de
deteccion robéticos y de alto rendimiento para permitir realizar ensayos mdltiples en paralelo. Los soportes fisicos
normalmente usados incluyen portaobjetos de vidrio, silicio, micropocillos, nitrocelulosa o membranas de PVDF y
microperlas magnéticas y otras. Aunque el microgoteo de proteina suministrada sobre superficies planas es el
formato mas comun, arquitecturas alternativas incluyen dispositivos de centrifugacién CD basados en desarrollos en
disefios de microfluidizaciéon (Gyros, Monmouth Junction, NJ) y microplacas especializadas, tal como microcanales
modificados por ingenieria genética en una placa (por ejemplo, The Living Chip™, Biotrove, Woburn, MA) y
diminutas marcas 3D sobre una superficie de silicio (Zyomyx, Hayward CA). También pueden usarse particulas en
suspension como la base de micromatrices, siempre que estén codificadas para identificacion; los sistemas incluyen
codificacién de color para microperlas (Luminex, Austin, TX; Bio-Rad Laboratories) y nanocristales semiconductores
(por ejemplo, QDots™, Quantum Dot, Hayward, CA) y codigos de barras para perlas (UltraPlex™, SmartBead
Technologies Ltd, Babraham, Cambridge, Reino Unido) y microvarillas multimetdlicas (por ejemplo, particulas
Nanobarcodes™, Nanoplex Technologies, Mountain View, CA). Las perlas también pueden ensamblarse en
micromatrices planas sobre microplacas semiconductoras (tecnologia LEAPS, BioArray Solutions, Warren, NJ).

[0130] La inmovilizacion de proteinas implica que tanto el reactivo de acoplamiento como la naturaleza de la
superficie estén acoplados. Una superficie soporte de micromatriz de proteina buena es estable quimicamente antes
y después de los procedimientos de acoplamiento, que permite una buena morfologia de mancha, presenta una
unién no especifica minima, no contribuye al fondo en los sistemas de deteccidon y es compatible con diferentes
sistemas de deteccion. El método de inmovilizacién usado es reproducible, aplicable a proteinas de diferentes
propiedades (tamafio, hidrofilicidad, hidrofobicidad), tratable para alto rendimiento y automatizacién y compatible con
la conservacién de la actividad de proteina completamente funcional. La orientacion de la proteina unida a la
superficie se reconoce como un factor importante presentando este al ligando o sustrato en estado activo; para las
micromatrices de captura los resultados de unidn mas eficaces se obtienen con los reactivos de captura orientados,
lo que generalmente requiere un marcado de proteina especifico de sitio.

[0131] Los métodos covalentes y no covalentes de inmovilizacion de proteinas se usan y tienen diversos pros y
contras. La adsorcién pasiva a superficies es metodolégicamente sencilla, pero permite un escaso control
cuantitativo u orientativo. Esto puede o no alterar las propiedades funcionales de la proteina, y la reproducibilidad y
eficacia son variables. Los métodos de acoplamiento covalentes proporcionan un ligamiento estable, que puede
aplicarse a una diversidad de proteinas y posee buena reproducibilidad; sin embargo, la orientaciéon puede ser
variable, derivatizacién quimica que puede modificar la funciéon de la proteina y requiere una superficie interactiva
estable. Los métodos de captura biolodgicos que utilizan una etiqueta sobre la proteina proporcionan una union
estable y la unién de la proteina especificamente y en orientacion reproducible, pero los reactivos biolégicos deben
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estar en primer lugar adecuadamente inmovilizados y la micromatriz puede requerir la manipulacién especial y tener
una estabilidad variable.

[0132] Para la fabricacion de micromatrices de proteinas se han descrito diversas quimicas y etiquetas de
inmovilizacién. Los sustratos para la uniéon covalente incluyen portaobjetos de vidrio recubiertos con reactivos de
silano que contienen amino o aldehido. En el sistema the Versalinx™ (Prolinx, Bothell, WA) se consigue el
acoplamiento covalente reversible por interaccion entre la proteina derivatizada con acido fenildiborénico y acido
salicilhidroxamico inmovilizado sobre la superficie de soporte. Esto también tiene una unién de fondo bajo y una
fluorescencia intrinseca baja y permite que las proteinas inmovilizadas conserven la funcién. La unién no covalente
de proteina no modificada se produce dentro de las estructuras porosas tal como HydroGel™ (PerkinElmer,
Wellesley, MA), basado en un gel de poliacrilamida tridimensional. Este sustrato se describe que proporciona un
fondo particularmente bajo sobre micromatrices de vidrio con una alta capacidad y conservacion de la funcion de
proteina. Los métodos de acoplamiento biolégico ampliamente usados son mediante interacciones de
biotina/estreptavidina o hexahistidina/Ni, habiendo modificado aproximadamente la proteina. La biotina puede
conjugarse con una estructura de polilisina inmovilizada en una superficie tal como dioxido de titanio (Zyomyx) o
pentoxido de tantalo (Zeptosens, Witterswil, Suiza).

[0133] Los métodos de fabricacion de micromatrices incluyen imprenta robotica de contacto, eyeccion de tinta,
aplicacién puntual piezoeléctrica y fotolitografia. Diversos impresores robotizados de micromatrices comerciales se
encuentran disponibles [por ejemplo Packard Biosciences] asi como equipo manual [V & P Scientific]. Las colonias
bacterianas pueden colocarse roboticamente en rejillas sobre membranas de PVDF para la induccion de la
expresion de proteinas in situ.

[0134] En el limite de tamafio y densidad de mancha se encuentran las nanomicromatrices, con manchas a escala
espacial nanométrica, que permiten realizar miles de reacciones en una sola microplaca de menos de 1 mm
cuadrado. BioForce Laboratories ha desarrollado nanomatrices con 1521 manchas de proteina en 85 micrometros
cuadrados, equivalente a 25 millones de manchas por cm cuadrado, en el limite para la deteccién 6ptica; sus
métodos de lectura son fluorescencia y microscopia de fuerza atomica (AFM).

[0135] Los métodos de deteccion y marcado con fluorescencia se usan ampliamente. La misma instrumentacién que
se usa para la lectura de micromatrices de ADN es aplicable para las micromatrices de proteina. Para la
presentacion diferencial, micromatrices de captura (por ejemplo anticuerpos) pueden explorarse con proteinas
fluorescentemente marcadas de dos estados celulares diferentes, en los que los lisados celulares se conjugan
directamente con diferentes fluoréforos (por ejemplo Cy-3, Cy-5) y se mezclan, de tal manera que el color actia
como una lectura para cambios en la abundancia de la diana. La sensibilidad de lectura fluorescente puede
amplificarse de 10-100 veces por amplificacion de sefial con tiramida (TSA) (PerkinEhner Lifesciences). La
tecnologia de guia de onda plana (Zeptosens) permite la deteccién de fluorescencia ultrasensible, con la ventaja
adicional de que hay procedimientos de lavado intermedios. También puede conseguirse alta sensibilidad con perlas
y particulas en suspension, usando como marcador ficoeritrina (Luminex) o las propiedades de nanocristales
semiconductores (Quantum Dot). Se han desarrollado diversas lecturas nuevas alternativas, especialmente en el
area de biotecnologia comercial. Estas incluyen adaptacion de resonancia de plasmén superficial (HTS Biosystems,
Intrinsic Bioprobes, Tempe, AZ), amplificacion de ADN de enrollamiento circular (Molecular Staging, New Haven CT),
espectrometria de masas (Intrinsic Bioprobes; Ciphergen, Fremont, CA), dispersion de luz por resonancia (Genicon
Sciences, San Diego, CA) y microscopia de fuerza atomica [BioForce Laboratories].

[0136] Las micromatrices de captura forman la base de microplacas y micromatrices de diagnéstico para el perfilado
de expresion. Estas emplean reactivos de captura de alta afinidad, tales como anticuerpos convencionales, dominios
sencillos, armazones modificados por ingenieria genética, péptidos o aptdmeros de acidos nucleicos para unir y
detectar ligandos diana especificos de una manera a alto rendimiento.

[0137] Las micromatrices de anticuerpos tienen las propiedades necesarias de especificidad y fondo aceptable, y
algunos se encuentran disponibles en el mercado (BD Biosciences, San Jose, CA; Clontech, Mountain View, CA;
BioRad; Sigma, St. Louis, MO). Los anticuerpos para las micromatrices de captura se preparan por inmunizacion
convencional (suero policlonal e hibridomas), o como fragmentos recombinantes, normalmente expresados en E.
coli, después de la seleccién de bibliotecas de presentacion de fagos o ribosomas (Cambridge Antibody Technology,
Cambridge, UK; Biolnvent, Lund, Suecia; Affitech, Walnut Creek, CA; Biosite, San Diego, CA). Ademas de los
anticuerpos convencionales, en las micromatrices también pueden usarse fragmentos Fab y scFv, dominios V
sencillos de camélidos o equivalentes humanos modificados por ingenieria genética (Domantis, Waltham, MA).

[0138] El término “armazon” se refiere a dominios de proteinas de union a ligando, que estdn modificados por
ingenieria genética en variantes mdltiples capaces de unir diversas moléculas diana con propiedades de
especificidad y afinidad similares a anticuerpos. Las variantes pueden producirse en un formato de genoteca y
seleccionarse contra dianas individuales por presentacion de fagos, bacteriana o de ribosomas. Dichos armazones o
estructuras marco incluyen “Affibodies” basados en proteina A de Staph. aureus (Affibody, Bromma, Suecia),
“Trinectinas” basadas en fibronectinas (Phylos, Lexington, MA) y “Anticalinas” basadas en la estructura de lipocaina
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(Pieris Proteolab, Freising-Weihenstephan, Alemania). Estas pueden usarse en micromatrices de captura de una
manera similar a anticuerpos y pueden tener ventajas de firmeza y facilidad de produccion.

[0139] Las moléculas de captura no proteicas, en particular los aptdmeros de acido nucleico monocatenarios que se
unen a ligandos proteicos con alta especificidad y afinidad, también se usan en micromatrices (SomaLogic, Boulder,
CO). Los aptameros se seleccionan a partir de bibliotecas de oligonucleétidos mediante procedimiento Selex™ y su
interaccion con proteinas puede potenciarse por unién covalente mediante la incorporacion de desoxiuridina
bromada y entrecruzamiento activado por UV (fotoaptameros). El fotoentrecruzamiento de ligandos reduce la
reactividad en cruzado de los aptameros debido a los requerimientos estéricos especificos. Los aptameros tienen las
ventajas de una facil produccion por sintesis de oligonucleétidos automatizada y la estabilidad y firmeza del ADN; en
micromatrices de fotoaptameros, pueden usarse tinciones de proteina fluorescente universal para detectar la unién.

[0140] Los analitos de proteina que se unen a micromatrices de anticuerpo pueden detectarse directamente o
mediante un anticuerpo secundario en un ensayo de tipo sandwich. El marcaje directo se usa para comparacion de
diferentes muestras con diferentes colores. Cuando pares de anticuerpos dirigidos al mismo ligando proteico esta
disponible, los inmunoensayos de tipo sandwich proporcionan una alta especificidad y sensibilidad y son por lo tanto
el método de seleccién para proteinas de baja abundancia tales como citocinas; también ofrecen la posibilidad de
deteccion de modificaciones de proteina. Los métodos de deteccién sin marcadores, incluyendo espectrometria de
masas, resonancia de plasmon superficial y microscopia de fuerza atomica, impiden la modificacién del ligando. Lo
que se requiere de cualquier método es una sensibilidad y especificidad 6ptima, con un fondo bajo para proporcionar
una alta sefial con respecto al ruido. Dado que las concentraciones de analito incluyen un amplio intervalo, la
sensibilidad debe ajustarse apropiadamente; la dilucion en serie de la muestra o uso de anticuerpos o afinidades
diferentes son soluciones a este problema. Las proteinas de interés son frecuentemente aquellas en baja
concentracion en los liquidos corporales y extractos, que requieren la deteccion del intervalo pg o inferior tales como
citosinas o la baja expresion de productos en células.

[0141] Una alternativa a una micromatriz de moléculas de captura es una realizada a través de tecnologia de
“impresion molecular” en la que los péptidos (por ejemplo, desde las regiones C-terminal de las proteinas) se usan
como moldes para generar cavidades estructuralmente complementarias especificas de secuencia en una matriz
polimerizable; después las cavidades pueden capturar especificamente proteinas (desnaturalizadas) que tienen la
secuencia de aminoacidos primaria apropiada (ProteinPrint™, Aspira Biosystems, Burlingame, CA).

[0142] Otra metodologia que puede usarse desde el punto de vista diagndstico y en el perfilado de expresion es la
micromatriz ProteinChip® (Ciphergen, Fremont, CA), en cuyas superficies cromatograficas en fase sdélida se unen a
proteinas con caracteristicas similares de carga o hidrofobicidad a partir de mezclas tales como plasma o extractos
tumorales, y la espectrometria de masas SELDI-TOF se usa para la deteccion de las proteinas retenidas.

[0143] Las microplacas funcionales a gran escala se han construido inmovilizando grandes cantidades de proteinas
purificadas y se han usado para ensayar una amplia diversidad de funciones bioquimicas, tales como interacciones
de proteinas con otras proteinas, interacciones de farmaco-diana, enzima-sustratos, etc. Generalmente estas
requieren una biblioteca de expresion, clonada en E. coli, levadura o similar a partir de la cual las proteinas
expresadas se purifican después, por ejemplo mediante un marcador His y se inmovilizan. La
transcripcion/traduccion de proteinas acelulares es una alternativa viable para la sintesis de proteinas que no se
expresan bien en sistemas bacterianos u otros sistemas in vivo.

[0144] Para la deteccion de interacciones proteina-proteina, las matrices de proteina pueden ser alternativas in vitro
con respecto a los sistemas de dos hibridos de levaduras basados en células y puede ser (til cuando esta Ultima es
deficiente, de tal manera que las interacciones que implican proteinas secretadas o proteinas con puentes disulfuro.
Analisis a alto rendimiento de actividades bioquimicas en micromatrices se han descrito para proteinas quinasas de
levadura y para diversas funciones (interacciones proteina-proteina y proteina-lipido) del proteoma de levadura, en
el que una gran proporcion de todas las fases de lectura abierta de levadura se expres6 y se inmovilizé en una
micromatriz. Las “microplacas de proteoma” a gran escala prometen ser muy Utiles en la identificacion de
interacciones funcionales, exploracion de farmacos, etc. (Proteometrix, Branford, CT).

[0145] Al igual que una presentacion bidimensional de elementos individuales, una micromatriz de proteina puede
usarse para explorar bibliotecas de presentacion de fagos o de ribosomas, para seleccionar compafieros de union
especificos que incluyen anticuerpos, armazones sintéticos, péptidos y heptameros. De esta manera, puede
realizarse exploracion de “biblioteca contra biblioteca”. La exploracién de candidatos farmacol6gicos en bibliotecas
guimicas combinatorias contra una micromatriz de dianas de proteina identificadas a partir del genoma se proyecta
en otra aplicacion de la estrategia.

[0146] Un ensayo de perlas que forma multicomplejos, tales como por ejemplo, la Micromatriz de Perlas
Citométricas BD™, es una serie de particulas espectralmente separadas que puede usarse para capturar y
cuantificar analitos solubles. El analito después se mide mediante deteccién de una emision basada en fluorescencia
y andlisis de citometria de flujo. El ensayo de perlas formando multicomplejos genera datos que son comparables
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con los ensayos basados en ELISA, pero de una manera “formando multicomplejos” o simultanea. La concentracion
de desconocidos se calcula para la micromatriz de perlas citométricas al igual que con cualquier ensayo con formato
sandwich, es decir, usando patrones conocidos y representando graficamente desconocidos contra una curva
patrén. Adicionalmente, el ensayo de perlas formando multicomplejos permite la cuantificacién de analitos solubles
en muestras nunca anteriormente considerada debido a limitaciones del volumen de la muestra. Ademas de los
datos cuantitativos, imagenes visuales poderosas pueden generarse que revelan perfiles Unicos o firmas que
proporcionan al usuario informacion adicional de un vistazo.

2. Anticuerpos

[0147] En la presente memoria se describen anticuerpos que se unen especificamente a PAX2 o DEFB1 que
pueden usarse para detectar PAX2 o DEFB1 en una muestra en los métodos de diagnostico descritos en la presente
memoria o pueden usarse para inhibir la interaccion entre PAX2 y DEFB1 en los métodos descritos en la presente
memoria de tratamiento o prevencion del cancer de préstata o PIN.

[0148] EI término “anticuerpos” se usa en la presente memoria en un sentido amplio e incluye anticuerpos
policlonales y monoclonales. Ademas de moléculas de inmunoglobulina intactas, también se incluye en el término
“anticuerpos” fragmentos o polimeros de estas moléculas de inmunoglobulina y versiones humanas o humanizadas
de moléculas de inmunoglobulina o sus fragmentos, siempre que estas se seleccionen por su capacidad para
interaccionar, por ejemplo, con PAX2 o DEFB1, de tal manera que PAX2 se inhibe a partir de la interaccion con
DEFB 1. También se describen anticuerpos que se unen a las regiones descritas de PAX2 o DEFB1 implicadas en la
interaccion entre PAX2 y DEFB1. Los anticuerpos pueden someterse a ensayo para detectar su actividad deseada
usando los ensayos in vitro descritos en la presente memoria, o por métodos analogos, después de lo cual se
someten a ensayo sus actividades terapéuticas y/o profilacticas in vivo de acuerdo con métodos de ensayo clinicos
conocidos.

[0149] La expresion “anticuerpo monoclonal” como se usa en la presente memoria se refiere a un anticuerpo
obtenido a partir de una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos es decir los anticuerpos individuales
dentro de la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones de origen natural que pueden estar presentes
en un pequefio subconjunto de las moléculas de anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales de la presente memoria
incluyen especificamente anticuerpos “quiméricos” en los que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica a
u homoéloga de secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a
una clase o subclase particular de anticuerpos, mientras que el resto de la cadena (o cadenas) es idéntico a u
homologo a las secuencias correspondientes en los anticuerpos derivados de otras especies 0 que pertenecen a
otra clase o subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que presenten la
actividad antagonista deseada (véase, la Patente de Estados Unidos N°: 4.816.567 y Morrison et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)).

[0150] Los anticuerpos monoclonales descritos pueden prepararse usando cualquier procedimiento que produzca
anticuerpos monoclonales. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales descritos pueden prepararse usando métodos
de hibridoma, tales como los descritos por Kohler y Milstein, Nature, 256:495 (1975). En un método de hibridoma, un
raton u otro animal hospedador apropiado se inmuniza tipicamente con un agente inmunizante para generar
linfocitos que produzcan o sean capaces de producir anticuerpos que se unirdn especificamente al agente
inmunizante. Como alternativa, los linfocitos pueden inmunizarse in vitro, por ejemplo, usando los complejos VIH
Env-CD4-co-receptor descritos en la presente memoria.

[0151] Los anticuerpos monoclonales también pueden prepararse por métodos de ADN recombinante, tales como
los descritos en la Patente de Estados Unidos N°: 4.816.567 (Cabilly et al.). EI ADN que codifica los anticuerpos
monoclonales descritos puede aislarse facilmente y secuenciarse usando procedimientos convencionales (por
ejemplo, usando sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse especificamente a genes que codifican las
cadenas pesada y ligera de anticuerpos murinos). Las bibliotecas de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos
activos también pueden generarse y explorarse usando técnicas de presentacion de fagos, por ejemplo, como se
describe en la Patente de Estados Unidos N°: 5.804.440 de Burton et al. y en la Patente de Estados Unidos N°:
6.096.441 de Barbas et al.

[0152] Los métodos in vitro también son adecuados para preparar anticuerpos monovalentes. La digestion de
anticuerpos para producir sus fragmentos, particularmente, fragmentos Fab, puede conseguirse usando técnicas
rutinarias conocidas en la técnica, por ejemplo, puede usarse papaina para realizar la digestion. Se describen
ejemplos de digestion con papaina en el documento WO 94/29348 publicado el 22 de diciembre de 1994 y en la
Patente de Estados Unidos N°: 4.342.566. La digestion con papaina de anticuerpos tipicamente produce dos
fragmentos de unién a antigeno idénticos, denominados fragmentos Fab, cada uno con un solo sitio de unién a
antigeno y un fragmento Fc residual. El tratamiento con pepsina produce un fragmento que tiene dos sitios de
combinacién antigénicos y que aun es capaz de entrecruzar el antigeno.
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[0153] Los fragmentos, tanto unidos a otras secuencias o no, también pueden incluir inserciones, deleciones,
sustituciones u otras modificaciones seleccionadas de regiones particulares o restos de aminoacidos especificos,
siempre que la actividad del anticuerpo o fragmentos de anticuerpos no esté significativamente modificada o alterada
en comparacién con el anticuerpo o fragmento de anticuerpo no modificado. Estas modificaciones pueden
proporcionar algunas propiedades adicionales, tales como para eliminar/afiadir aminoacidos capaces de formar
puentes disulfuro, para aumentar su bio-longevidad, modificar sus caracteristicas secretoras, etc. En cualquier caso,
el anticuerpo o fragmento de anticuerpo debe poseer una propiedad bioactiva, tal como unién especifica a su
antigeno afin. Regiones funcionales o activas del anticuerpo o fragmento de anticuerpo pueden identificarse por
mutagénesis de una region especifica de la proteina, seguido por la expresion y ensayo del polipéptido expresado.
Tales métodos son facilmente aparentes para un experto en la materia y puede incluir mutagénesis especifica de
sitio del acido nucleico que codifica el anticuerpo o fragmento de anticuerpo (Zoller, M.J. Curr. Opin. Biotechnol.
3:348-354, 1992).

[0154] Como se usa en la presente memoria, el término “anticuerpo” o “anticuerpos” también se refiere a un
anticuerpo humano y/o anticuerpo humanizado. Muchos anticuerpos no humanos (por ejemplo, los derivados de
ratones, ratas o conejos) son naturalmente antigénicos en seres humanos y por tanto pueden dar lugar a respuestas
inmunes no deseables cuando se administran a seres humanos. Por lo tanto, el uso de anticuerpos humanos o
humanizados en los métodos sirve para disminuir la probabilidad de que un anticuerpo administrado a un ser
humano suscite una respuesta inmunitaria no deseable.

[0155] Los anticuerpos humanos descritos pueden prepararse usando cualquier técnica. Los ejemplos de técnicas
para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos incluyen los descritos por Cole et al. (Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77, 1985) y por Boerner et al. (J. Immunol., 147(1):86-95, 1991).
También pueden producirse anticuerpos humanos (y fragmentos de los mismos) usando bibliotecas de presentacion
de fagos (Hoogenboom et al., J. Mol. Biol., 227:381, 1991; Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581, 1991).

[0156] Los anticuerpos humanos descritos también pueden obtenerse a partir de animales transgénicos. Por
ejemplo, ratones transgénicos, mutantes que son capaces de producir un repertorio completo de anticuerpos
humanos, en respuesta a inmunizacion, se han descrito (véase, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90:2551-255 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immunol.,
7:33 (1993)). Especificamente, la delecion homocigota del gen de la regién de unién de la cadena pesada del
anticuerpo (J(H)) en estos ratones mutantes quiméricos y de linea germinal da como resultado la inhibicion completa
de produccién de anticuerpos enddgenos y el éxito de la transferencia de la micromatriz de gen del anticuerpo de la
linea germina humana tal como ratones mutantes de la linea gerin en la produccion de anticuerpos humanos
después de exposicion al antigeno. Los anticuerpos que tienen la actividad deseada se seleccionan usando
complejos Env-CD4-co-receptor como se describe en la presente memoria.

[0157] Las técnicas de humanizacion de anticuerpos generalmente implican el uso de tecnologia de ADN
recombinante para manipular la secuencia de ADN que codifica a una o mas cadenas polipeptidicas de una
molécula de anticuerpo. Por consiguiente, una forma humanizada de un anticuerpo no humano (o un fragmentos del
mismo) es un anticuerpo quimérico o una cadena de anticuerpo (o un fragmento del mismo, tal como una parte Fv,
Fab, Fab’ u otra parte de unién a antigeno de un anticuerpo) que contiene una parte de un sitio de unién a antigeno
de un anticuerpo no humano (donante) integrado en el armazén de un anticuerpo humano (receptor).

[0158] Para generar un anticuerpo humanizado, restos de una o mas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) de una molécula de anticuerpo receptora (humana) se sustituye por restos de una o mas
CDR de una molécula de anticuerpo donante (no humana) que se sabe que tiene las caracteristicas de unién a
antigeno deseadas (por ejemplo, un determinado nivel de especificidad y afinidad por el antigeno diana). En algunos
casos, los restos marco conservados (FR) Fv del anticuerpo humano se sustituyen por restos no humanos
correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden contener restos que no se encuentran tampoco en
el anticuerpo receptor ni en las CDR importadas o secuencias de region marco conservadas. Generalmente, un
anticuerpo humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en él a partir de una fuente que es no
humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en los que algunos
restos de la CDR y posiblemente algunos restos FR se sustituyen por restos de sitios analogos en anticuerpos de
roedores. Los anticuerpos humanizados generalmente contienen al menos una parte de una region constante de
anticuerpo (Fc), tipicamente la de un anticuerpo humano (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986), Reichmann et
al., Nature, 332: 323-327 (1988), y Presta, Curr. Opin. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)).

[0159] En la técnica se conocen bien métodos para humanizar anticuerpos no humanos. Por ejemplo, pueden
generarse anticuerpos humanizados de acuerdo con los métodos de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature,
321:522-525 (1986), Riech-mann et al., Nature, 332:323-327 (1988), Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536
(1988)), sustituyendo las CDR o secuencias CDR de roedores por las secuencias correspondientes de un anticuerpo
humano. Los métodos que pueden usarse para producir anticuerpos humanizados también se describen en la
Patente de Estados Unidos N°: 4.816.567 (Cabilly et al.), Patente de Estados Unidos N°: 5.565.332 (Hoogenboom et
al.), Patente de Estados Unidos N°: 5.721.367 (Kay et al.), Patente de Estados Unidos N° 5.837.243 (Deo et al.),
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Patente de Estados Unidos N°: 5.939.598 (Kucherlapati et al.), Patente de Estados Unidos N°: 6.130.364 (Jakobovits
et al.) y Patente de Estados Unidos N°: 6.180.377 (Morgan et al.).

[0160] La administracion de los anticuerpos puede realizarse como se describe en la presente memoria. También
existen estrategias de acidos nucleicos para la administracion de anticuerpos. Los anticuerpos anti PAX2 o DEFB1
ampliamente neutralizantes y fragmentos de anticuerpos también pueden administrarse a pacientes o sujetos como
una preparacién de acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN) que codifica el anticuerpo o fragmento de anticuerpo,
de tal manera que las células propias del paciente o sujeto captan el acido nucleico y producen y secretan el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo codificado. La administracion del acido nucleico puede realizarse mediante
cualquier método, como se describe en la presente memoria, por ejemplo.

3. Similitudes de secuencia

[0161] Se entiende que como se describe en la presente memoria el uso de los términos homologia e identidad
significa la misma cosa que similitud. Por tanto, por ejemplo, si el uso de la palabra homologia se usa entre dos
secuencias no naturales debe entenderse que esta no es necesariamente indicativa de una relacion evolutiva entre
estas dos secuencias, sino también teniendo en cuenta la similitud o relaciébn entre sus secuencias de &acido
nucleico. Muchos de los métodos para determinar la homologia entre dos moléculas evolutivamente relacionadas se
aplican rutinariamente a cualquiera de dos o méas &cidos nucleicos o proteinas con el fin de medir la similitud de
secuencia independientemente de si estas estan evolutivamente relacionadas o no.

[0162] En general, se entiende que una manera de definir cualquier variante y derivado conocido o aquellos que
puedan surgir de los genes descritos y proteinas en la presente memoria, es mediante la definicién de las variantes
y derivados en cuanto a homologia con respecto a secuencias conocidas especificas. Esta identidad de secuencias
particulares descrita en la presente memoria también se analiza en cualquier parte dentro del mismo. En general,
variantes de genes y proteinas de la presente memoria descritas tipicamente tienen al menos aproximadamente un
porcentaje de homologia de 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 con respecto a la secuencia indicada o la secuencia natural. Los expertos en la materia
entienden facilmente cémo determinar la homologia de las proteinas o acidos nucleicos, tales como genes. Por
ejemplo, la homologia puede calcularse después de alinear las dos secuencias de manera que la homologia esté al
nivel mas elevado.

[0163] Otra manera de calcular la homologia puede realizarse por algoritmos publicados. El alineamiento éptimo de
secuencias para comparacion puede realizarse mediante algoritmo de homologia local de Smith y Waterman Adv.
Appl. Math. 2: 482 (1981), el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman y Wunsch, J. MoL Biol. 48: 443
(1970), mediante la busqueda de métodos similares de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
85:2444(1988), por implementaciones computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTAy TFASTA en el
Paquete Informatico Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o por
inspeccion.

[0164] Los mismos tipos de homologia pueden obtenerse para acidos nucleicos mediante por ejemplo los algoritmos
descritos en Zuker, M. Science 244:48-52,1989, Jaeger et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:7706-7710, 1989,
Jaeger et al. Methods Enzymol. 183:281-306, 1989 que se incorporan en la presente memoria por referencia para al
menos material relacionado con alineamiento de acido nucleico. Se entiende que cualquiera de los métodos
tipicamente puede usarse y que en algunos casos los resultados de estos diversos métodos pueden diferir, aunque
el experto en la materia entiende que si se encuentra identidad con al menos uno de estos métodos, se dira que las
secuencias tienen la identidad indicada y descrita en la presente memoria.

[0165] Por ejemplo, como se usa en la presente memoria, una secuencia indicada que tiene un porcentaje de
homologia particular con otra secuencia se refiere a secuencias que tienen la homologia indicada calculada
mediante uno o mas de los métodos de célculo descritos anteriormente. Por ejemplo, una primera secuencia tiene
una homologia de 80 por ciento, como se define en la presente memoria, con respecto a una segunda secuencia si
la primera secuencia se calcula que tiene 80 por ciento de homologia con la segunda secuencia usando el método
de calculo de Zuker incluso si la primera secuencia no tiene una homologia de 80 por ciento con respecto a la
segunda secuencia como se calcula mediante cualquiera de otro de los métodos de célculo. Como otro ejemplo, una
primera secuencia tiene 80 por ciento de homologia, como se define en la presente memoria, con una segunda
secuencia si la primera secuencia se calcula que tiene 80 por ciento de homologia con la segunda secuencia usando
tanto el método de céalculo de Zuker como el método de calculo de Pearson y Lipman incluso si la primera secuencia
no tiene 80 por ciento de homologia con la segunda secuencia como se calcula mediante el método de célculo de
Smith y Waterman, el método de Needleman y Wunsch, los métodos de calculo de Jaeger o cualquiera de los otros
métodos de calculo. En otro ejemplo mas, una primera secuencia tiene 80 por ciento de homologia, como se define
en la presente memoria, con respecto a una segunda secuencia si la primera secuencia se calcula que tiene un 80
por ciento de homologia con respecto a la segunda secuencia usando cada uno de los métodos de calculo (aunque,
en la realizacién practica, los métodos de calculo diferentes a menudo daran como resultado diferentes porcentajes
de homologia calculados).
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4, Hibridacién/hibridacion selectiva

[0166] EI término hibridacion tipicamente significa una secuencia que conduce la interaccién entre al menos dos
moléculas de acido nucleico, tal como un cebador o una sonda y un gen. La interacciéon conducida por secuencia
significa una interaccion que se produce entre dos nucleétidos o analogos de nucleétidos o derivados de nucleétidos
de una manera especifica de nucleétidos. Por ejemplo, la interaccién de G con C o la interacciéon de A con T son
interacciones conducidas por secuencias. Las interacciones conducidas por secuencias tipicamente se producen en
la cara de Watson-Crick o en la cara Hoogsteen del nucleétido. La hibridacion de dos acidos nucleicos esta
influenciada por diversas condiciones y parametros conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, la
concentracion salina, pH y temperatura de la reaccion influirdn a si las dos moléculas de acido nucleico hibridaran.

[0167] Los parametros para la hibridacion selectiva entre dos moléculas de acido nucleico se conocen bien por los
expertos en la materia. Por ejemplo, en algunas realizaciones las condiciones de hibridacion selectivas pueden
definirse como condiciones de hibridacién rigurosas. Por ejemplo, la rigurosidad de la hibridacion se controla
mediante temperatura y concentracion salina o una o ambas de las etapas de hibridaciéon y de lavado. Por ejemplo,
las condiciones de hibridacion para conseguir la hibridacion selectiva puede implicar hibridaciéon en solucién de alta
fuerza idnica (6X SSC o 6X SSPE) a una temperatura que es de aproximadamente 12-25 °C por debajo de la Tm (la
temperatura de fusion a la cual la mitad de las moléculas se disocian de sus compafieras de hibridacion) seguido por
lavado a una combinacion de temperatura y concentracién salina seleccionadas de manera que la temperatura de
lavado sea aproximadamente de 5 °C a 20 °C por debajo de la Tm. La temperatura y condiciones salinas se
determinan facilmente empiricamente en experimentos preliminares en los que las muestras de ADN de referencia
inmovilizadas en filtros se hibridan con un acido nucleico de interés marcado y después se lava en condiciones de
diferentes rigurosidades. Las temperaturas de hibridacion son tipicamente mayores para las hibridaciones de ADN-
ARN y ARN-ARN. Las condiciones pueden usarse como se describe anteriormente para conseguir la rigurosidad, o
como se conoce en la técnica (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989; Kunkel et al. Methods Enzymol. 1987:154:367,1987 que se
incorpora en la presente memoria por referencia para material al menos relacionado con hibridaciéon de acidos
nucleicos). Una condicién de hibridacién rigurosa preferible para hibridacion de ADN:ADN puede ser
aproximadamente 68 °C (en solucion acuosa) en 6X SSC o 6X SSPE seguido por lavado a 68 °C. La rigurosidad de
hibridacion y lavado, si se desea, puede reducirse por consiguiente a medida que el grado de complementariedad
deseado disminuye, y ademas, dependiendo de la riqueza de G-C o A-T de cualquier area en el que se busca
variabilidad. Del mismo modo la rigurosidad de hibridacion y lavado, si se desea, puede disminuirse por consiguiente
a medida que aumenta la homologia deseada y adicionalmente, dependiendo de la riqueza G-C o A-T de cualquier
area en la cual se desea alta homologia como se conoce en la técnica.

[0168] Otro modo de definir la hibridacion selectiva es buscando la cantidad (porcentaje) de uno de los acidos
nucleicos unido al otro acido nucleico. Por ejemplo, en algunas realizaciones las condiciones de hibridacion
selectivas deberian ser cuando al menos aproximadamente 60, 65, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 por cien del acido nucleico limitante esta unido
al acido nucleico no limitante. Tipicamente, el cebador no limitante esta por ejemplo en un exceso de 10 o 100 o
1000 veces. Este tipo de ensayo puede realizarse bajo condiciones en las que tanto el cebador limitante como el no
limitante estan por ejemplo, 10 veces o 100 veces o0 1000 veces por debajo de su kq 0 en el que solamente una de
las moléculas de acido nucleico es 10 veces o 100 veces o 1000 o en la que una o ambas moléculas de acido
nucleico esta por encima de su Kg.

[0169] Otro modo de definir la hibridacion selectiva es buscando el porcentaje del cebador que consigue
manipularse enziméaticamente en condiciones en las que se requiere la hibridaciéon para promover la manipulacion
enzimatica deseada. Por ejemplo, en algunas realizaciones las condiciones de hibridacién selectivas deberian ser
cuando al menos aproximadamente, 60, 65, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 por cien del cebador esta manipulado enziméaticamente en condiciones
gue promueven la manipulacion enzimatica, por ejemplo si la manipulacion enzimética es extensién de ADN,
entonces las condiciones de hibridacion selectivas deberian ser cuando al menos aproximadamente 60, 65, 70, 71,
72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 por
cien de las moléculas cebadoras estan extendidas. Las condiciones preferidas también incluyen aquellas sugeridas
por el fabricante o indicadas en la técnica como que son apropiadas para la realizar la manipulacion enzimatica.

[0170] Del mismo modo, al igual que con la homologia, debe entenderse que existe una diversidad de métodos
descritos en la presente memoria para determinar el nivel de hibridacion entre dos moléculas de acido nucleico. Se
entiende que estos métodos y condiciones pueden proporcionar diferentes porcentajes de hibridacion entre dos
moléculas de acido nucleico, pero a menos que se indique de otra manera, cumplir los parametros de cualquiera de
los métodos debe ser suficiente. Por ejemplo, si se requiere hibridacién de 80% y siempre que se produzca
hibridacion con los parametros requeridos en cualquiera de estos métodos, se considera descrito en la presente
memoria.
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[0171] Debe entenderse que los expertos en la materia entienden que si una composicion o método cumple con
cualquiera de estos criterios para la hibridacién determinante tanto colectiva o en solitario, es una composicién o
método que se describe en la presente memoria.

5. Acidos nucleicos

[0172] Existe una diversidad de moléculas descritas en la presente memoria que estan basadas en acidos nucleicos.
Los acidos nucleicos descritos estan constituidos por ejemplo por nucleétidos, analogos de nucledtidos o sustitutos
de nucleétidos. Los ejemplos no limitantes de estas y otras moléculas se describen en la presente memoria. Se
entiende que por ejemplo, cuando se expresa un vector en una célula, que el ARNm expresado tipicamente estara
formado por A, C, G y U. Del mismo modo, se entiende que si, por ejemplo, se introduce una molécula antisentido en
una célula o en un entorno celular mediante por ejemplo administracion exégena, es ventajoso que la molécula
antisentido esté constituida de nucleétidos analogos que reduzcan la degradacion de la molécula antisentido en el
entorno celular.

I. Nucle6tidos y moléculas relacionadas

[0173] Un nucledtido es una molécula que contiene un resto basico, un resto azlcar y un resto fosfato. Los
nucleétidos pueden unirse entre si a través de sus restos fosfato y restos azlcar creando un ligamiento
internucledsido. El resto base de un nucledtido puede ser adenin-9-il (A), citosin-1-il (C), guanin-9-il (G), uracil-1-il (U)
y timin-1-il (T). El resto de azucar de un nucleétido es una ribosa a una desoxirribosa. El resto fosfato de un
nucleétido es fosfato pentavalente. Un ejemplo no limitante de un nucledtido seria un 3’-AMP (3’-adenosin
monofosfato) o 5-GMP (5’-guanosina monofosfato). Existen muchas variedades de estos tipos de moléculas
disponibles en la técnica y disponibles en la presente memoria.

[0174] Un analogo de nucledtido es un nucledtido que contiene algun tipo de modificacion en cualquiera de los
restos base, azUcar o fosfato. Las modificaciones de nucle6tidos se conocen bien en la técnica e incluirian por
ejemplo, 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina y 2-aminoadenina asi como
modificaciones en los restos azucar o fosfato. Existen muchas variedades de estos tipos de moléculas disponibles
en la técnica y disponibles en la presente memoria.

[0175] Los sustitutos de nucledtidos son moléculas que tienen propiedades funcionales similares a las de los
nucleétidos, pero no contienen un resto fosfato, tal como un &cido nucleico peptidico (PNA). Los sustitutos de
nucleétidos son moléculas que reconoceran acidos nucleicos de una manera Watson-Crick o0 Hoogsteen, pero que
estan unidos entre si a través de un resto distinto de un resto fosfato. Los sustitutos de nucle6tidos son capaces de
conformarse en una estructura de tipo doble hélice cuando interaccionan con el &cido nucleico diana apropiado.
Existen muchas variedades de estos tipos de moléculas disponibles en la técnica y disponibles en la presente
memoria.

[0176] También existe posibilidad de unir otros tipos de moléculas (conjugados) a nucledtidos o analogos de
nucleétidos para potenciar, por ejemplo, la captacion celular. Los conjugados pueden unirse quimicamente al
nucleétido o analogos de nucledtidos. Tales conjugados incluyen pero sin limitacién restos lipidicos tales como un
resto de colesterol (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989,86, 6553-6556). Existen muchas variedades de
estos tipos de moléculas disponibles en la técnica disponibles en la presente memoria.

[0177] Una interaccion de Watson-Crick es al menos una interaccion con la cara Watson-Crick de un nucleétido,
anélogo de nucledtido o sustituto de nucleétido. La cara Watson-Crick de un nucle6tido, anadlogo de nucleétido o
sustituto de nucleétido incluye las posiciones C2, N1 y C6 de un nucleétido basado en purina, analogo de nucleétido
0 sustitucién de nucledtido y las posiciones C2, N3, C4 de un nucleétido, andlogo de nucleétido, o sustituto de
nucleétido basado en pirimidina.

[0178] Una interaccién de Hoogsteen es la interaccion que tiene lugar en la cara Hoogsteen de un nucledtido o
analogo de nucledtido, que se expone al surco mayor del diplex de ADN. La cara Hoogsteen incluye la posiciéon N7
y grupos reactivos (NH2 u O) en la posicion C6 de nucledétidos purina.

Il. Secuencias

[0179] Existe una variedad de secuencias relacionadas con las moléculas de proteina implicadas en las rutas de
sefializacion descritas en la presente memoria, por ejemplo PAX2, o cualquiera de los acidos nucleicos descritos en
la presente memoria para preparar PAX2, todos los cuales se codifican por acidos nucleicos o son acidos nucleicos.
Las secuencias para los analogos humanos de estos genes, asi como otros analogos y alelos de estos genes y
variantes de corte y empalme y otros tipos de variantes, se encuentran disponibles en una diversidad de bases de
datos de proteinas y genes que incluyen Genbank. Aquellos genes disponibles en el momento de presentar esta
solicitud en el Genbank se incorporan en la presente memoria por referencia en su totalidad asi como para
subsecuencias individuales contenidas en su interior. Se puede acceder al Genbank a través de
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http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi. Los expertos en la materia entienden como resolver las discrepancias de
secuencia y diferencias y ajustar las composiciones y métodos relacionados con una secuencia particular con
respecto a otras secuencias relacionadas. Los cebadores o sondas pueden disefiarse para cualquier secuencia
determinada dada la informacion descrita en la presente memoria y que se conoce en la técnica.

Il. Acidos Nucleicos Funcionales

[0180] El inhibidor de PAX2 del método proporcionado puede ser un acido nucleico funcional. Los acidos nucleicos
funcionales son moléculas de acido nucleico que tienen una funcién especifica, tal como unién de una molécula
diana o catalizar una reaccién especifica. Las moléculas de acido nucleico funcionales pueden dividirse en las
siguientes categorias, que no significa que sean limitantes. Por ejemplo, acidos nucleicos funcionales incluyen
moléculas antisentido, aptameros, ribozimas, moléculas formadoras de triplex, ARNi y secuencias lider externas. Las
moléculas de acido nucleico funcionales pueden actuar como afectores, inhibidores, moduladores y estimuladores
de una actividad especifica poseida por una molécula diana, o las moléculas de acidos nucleicos funcionales
pueden poseer una actividad de novo independiente de cualquier otras molécula.

[0181] Las moléculas de &cido nucleico funcional pueden interaccionar con cualquier macromolécula tal como ADN,
ARN, polipéptidos o cadenas de hidratos de carbono. Por tanto, los acidos nucleicos funcionales pueden
interaccionar con el ARNm de PAX2 o con el ADN gendmico de PAX2 o pueden interaccionar con el polipéptido
PAX2. Otros acidos nucleicos funcionales se disefian para interaccionar con otros acidos nucleicos basandose en la
homologia de secuencia entre la molécula diana y la molécula de acido nucleico funcional. En otras situaciones, el
reconocimiento especifico entre la molécula de acido nucleico funcional y la molécula diana no esta basado en la
homologia de secuencia entre la molécula de &cido nucleico funcional y la molécula diana, sino que en su lugar esta
basado en la formacion de la estructura terciaria que permite que pueda realizarse el reconocimiento especifico.

[0182] Las moléculas antisentido se disefian para interaccionar con una molécula de acido nucleico diana mediante
formacion de pares de bases candnicas 0 no candnicas. La interaccion de la molécula antisentido y la molécula
diana se disefia para promover la destruccion de la molécula diana a través, por ejemplo, de degradacion hibrida de
ARN-ADN mediada por RNAsaH. Como alternativa, la molécula antisentido se disefia para interrumpir una funcién
de procesamiento que normalmente tendria lugar sobre la molécula diana tal como la transcripcién o replicacion. Las
moléculas antisentido pueden disefiarse basando en la secuencia de la molécula diana. Existen numerosos métodos
para la optimizacién de la eficacia antisentido mediante la bisqueda de las regiones mas accesibles de la molécula
diana. Los métodos ejemplares incluirian experimentos de seleccion in vitro y estudios de modificacion de ADN
usando DMS y DEPC. Se prefiere que las moléculas antisentido se unan a la molécula diana con una constante de
disociacion (Kg) menor de o igual a 10°, 10®, 10 0 10™. Una muestra representativa de métodos y técnicas que
ayudan a disefiar y usar moléculas antisentido puede encontrarse en las Patentes de Estados Unidos N°: 5.135.917,
5.294.533, 5.627.158, 5.641.754, 5.691.317, 5.780.607, 5.786.138, 5.849.903, 5.856.103, 5.919.772, 5.955.590,
5.990.088, 5.994.320, 5.998.602, 6.005.095, 6.007.995, 6.013.522, 6.017.898, 6.018.042, 6.025.198, 6.033.910,
6.040.296, 6.046.004, 6.046.319 y 6.057.437.

[0183] Los aptameros son moléculas que interaccionan con una molécula diana, preferentemente de una manera
especifica. Los aptameros tipicamente son pequefios acidos nucleicos que varian de 15-50 bases de longitud que se
pliegan en estructuras secundarias y terciarias definidas, tales como estructuras tallo-lazo o cuartetos G. Los
aptameros pueden unirse a moléculas pequefias, tales como ATP (Patente de Estados Unidos N° 5.631.146) y
teofilina (Patente de Estados Unidos N°: 5.580.737), asi como moléculas grandes, tal como transcriptasa inversa
(Patente de Estados Unidos N°: 5.786.462) y trombina (Patente de Estados Unidos N°: 5.543.293). Los aptameros
pueden unirse muy estrechamente con valores Kq a partir de la molécula diana de menos de 10-12 M. Se prefiere
que los aptameros se unan a la molécula diana con una Kq menor de 10°, 10°®, 10™ 0 10" Los aptameros pueden
unirse a la molécula diana con un grado muy alto de especificidad. Por ejemplo, se han aislado aptameros que
tienen una diferencia mayor de 10.000 veces en afinidades de unién entre la molécula diana y otra molécula que
difiere solamente en una sola posicién de la molécula (Patente de Estados Unidos N°: 5.543.293). Se prefiere que el
aptamero tenga una Ky con la molécula diana de al menos 10, 100, 1000, 10.000 o 100.000 veces inferior que la Kq4
con una molécula de unién de fondo. Esto se prefiere cuando se realiza la comparacion para un polipéptido por
ejemplo, la molécula de fondo es un polipéptido diferente. Pueden encontrarse ejemplos representativos de como
preparar y usar aptdmeros para unirse a una diversidad de moléculas diana diferentes en las Patentes de Estados
Unidos N°: 5.476.766, 5.503.978, 5.631.146, 5.731.424, 5.780.228, 5.792.613, 5.795.721, 5.846.713, 5.858.660,
5.861.254, 5.864.026, 5.869.641, 5.958.691, 6.001.988, 6.011.020, 6.013.443, 6.020.130, 6.028.186, 6.030.776 y
6.051.698.

[0184] Las ribozimas son moléculas de acido nucleico que son capaces de catalizar una reaccién quimica, tanto
intramolecular como intermolecularmente. Las ribozimas son por tanto acido nucleico catalitico. Se prefiere que las
ribozimas catalicen reacciones intermoleculares. Existen numerosos tipos diferentes de ribozimas que catalizan
reacciones de tipo polimerasa de acido nucleico o nucleasa que estan basadas en ribozimas encontradas en
sistemas naturales tales como ribozimas de cabeza de martillo, (Patentes de Estados Unidos N° 5.334.711,
5.436.330, 5.616.466, 5.633.133, 5.646.020, 5.652.094, 5.712.384, 5.770.715, 5.856.463, 5.861.288, 5.891.683,
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5.891.684, 5.985.621, 5.989.908, 5.998.193, 5.998.203; Solicitud de Patente Internacional N° WO 9858058 por
Ludwig y Sproat, documento WO 9858057 por Ludwig y Sproat y documento WO 9718312 por Ludwig y Sproat)
ribozimas en horquilla (por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 5.631.115, 5.646.031, 5.683.902, 5.712.384,
5.856.188, 5.866.701, 5.869.339 y 6.022.962) y ribozimas de tetrahymena (por ejemplo, Patentes de Estados Unidos
N° 5.595.873 y 5.652.107). También existen numerosas ribozimas que no se encuentran en sistemas naturales, pero
que se han modificado genéticamente para catalizar reacciones especificas de novo (por ejemplo, las Patentes de
Estados Unidos N° 5.580.967, 5.688.670, 5.807.718 y 5.910.408). Las ribozimas preferidas escinden sustratos de
ARN o ADN y mas preferentemente escinden sustratos de ARN. Las ribozimas tipicamente escinden sustratos de
acidos nucleicos mediante el reconocimiento y union del sustrato diana con escision posterior. Este reconocimiento
frecuentemente se basa principalmente en interacciones de pares de bases canlnicas 0 no canénicas. Esta
propiedad hace que las ribozimas sean particularmente buenas candidatas para la escision especifica diana de
acidos nucleicos debido a que el reconocimiento del sustrato diana se basa en la secuencia de los sustratos diana.
Los ejemplos representativos de cémo realizar y usar ribozimas que catalicen una diversidad de diferentes
reacciones pueden encontrarse en las Patentes de Estados Unidos N° 5.646.042, 5.693.535, 5.731.295, 5.811.300,
5.837.855, 5.869.253, 5.877.021, 5.877.022, 5.972.699, 5.972.704, 5.989.906 y 6.017.756.

[0185] Las moléculas de acido nucleico funcional formadoras de triplex son moléculas que pueden interaccionar con
acido nucleico bicatenario o monocatenario. Cuando las moléculas triplex interaccionan con una region diana, se
forma una estructura denominada un triplex, en la que existen tres cadenas de ADN formando un complejo
dependiente de formaciones de pares de bases de Watson-Crick y Hoogsteen. Las moléculas triplex se prefieren
porque pueden unir regiones diana con alta afinidad y especificidad. Se prefiere que las moléculas formadoras de
triplex se unan a la molécula diana con una K4 menor de 10-6, 10-8, 10-10 o 10-12. Los ejemplos representativos de
cémo realizar y usar moléculas formadoras de triplex uniendo una diversidad de moléculas diana diferentes puede
encontrarse en las Patentes de Estados Unidos N° 5.176.996, 5.645.985, 5.650.316, 5.683.874, 5.693.773,
5.834.185, 5.869.246, 5.874.566 y 5.962.426.

[0186] Las secuencia guia externas (EGS) son moléculas que se unen a una molécula de &cido nucleico diana
formadora de un complejo y este complejo se reconoce por la RNasa P, que escinde la molécula diana. Las EGS
pueden disefiarse para dirigir especificamente una molécula de ARN de eleccion. La ARNasa P ayuda a procesar el
ARN de transferencia (ARNt) dentro de una célula. La ARNasa P bacteriana puede reclutarse para escindir
practicamente cualquier secuencia de ADN usando una EGS que haga que el complejo ARN:EGS diana imite el
sustrato de ARNt natural (documento WO 92/03566 por Yale y Forster y Altman, Science 238: 407-409 (1990)).

[0187] De manera similar, la escisién dirigida por EGS/ARNasa P eucariota del ARN puede utilizarse para escindir
dianas deseadas dentro de células eucariotas. (Yuan et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 8006-8010 (1992);
documento WO 93/22434 por Yale; documento WO 95/24489 por Yale; Yuan y Altman, EMBO J 14:159-168 (1995),
y Carrara et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 92:2627-2631 (1995)). Ejemplos representativos de como realizar y
usar moléculas de EGS para facilitar la escision de una diversidad de diferentes moléculas diana puede encontrarse
en las Patentes de Estados Unidos N° 5.168.053, 5.624.824, 5.683.873, 5.728.521, 5.869.248 y 5.877.162.

[0188] La expresién de genes también puede silenciarse eficazmente de una manera altamente especifica mediante
el ARN de interferencia (ARNi). Este silenciamiento se observd originalmente con la adicion de ARN bicatenario
(ARNbc) (Fire, A., et al. (1998) Nature, 391: 806-11; Napoli, C., et al. (1990) Plant Cell 2:279-89; Hannon, G. J.
(2002) Nature, 418:244-51). Una vez que el ARNbc entra en una célula, este se escinde por una enzima de tipo
RNasa lllI, Dicer, en los ARN de interferencia pequefios (ARNip) bicatenarios de 21-23 nucleétidos de longitud que
contienen dos salientes nucleotidicos en los extremos 3’ (Elbashir, S.M., et al. (2001) Genes Dev., 15: 188-200;
Bernstein, E., et al. (2001) Nature, 409:363-6; Hammond, S.M., et al. (2000) Nature, 404:293-6). En una etapa
dependiente de ATP, los ARNip comienzan a integrarse en un complejo de proteina multisubunitario, normalmente
conocido como el complejo de silenciamiento inducido por ARNi (RISC), que guia a los ARNip a la secuencia de
ADN diana (Nykanen, A., et al. (2001) Cell, 107:309-21). En algun punto el diplex de ARNip se desenrolla y parece
gue la cadena antisentido permanece unida a RISC y dirige la degradacion de la secuencia de ARNm
complementaria mediante una combinacion de endo y exonucleasas (Martinez, J., et al. (2002) Cell, 110:563-74).
Sin embargo, el efecto del ARNi o ARNip 0 su uso no se limita a ningun tipo de mecanismo.

[0189] EI ARN de interferencia pequefio (ARNip) es un ARN bicatenario que puede inducir el silenciamiento génico
postranscripcional especifico de secuencia, disminuyendo por lo tanto o incluso inhibiendo la expresién génica. En
un ejemplo, un ARNip desencadena la degradacion especifica de moléculas de ARN homélogas tales como ARNm,
dentro de la region de identidad de secuencia entre tanto el ARNip como el ARN diana. Por ejemplo, el documento
WO 02/44321 describe los ARNip capaces de degradacion especifica de secuencia de los ARNm diana cuando
forman pares de bases con extremos salientes 3’, incorporado en la presente memoria por referencia para el método
de realizar estos ARNip. El silenciamiento génico especifico de secuencia puede conseguirse en células de
mamifero usando los ARN bicatenarios, sintéticos que imitan los ARNip producidos por la enzima dicer (Elbashir,
S.M., et al. (2001) Nature, 411:494 498) (Ui-Tei, K., et al. (2000) FEBS Lett 479:79-82). El ARNip puede sintetizarse
guimicamente o in vitro o puede ser el resultado de los ARN de tipo horquilla pequefios bicatenarios (ARNhp) que se
procesan en los ARNip dentro de la célula. Los ARNip sintéticos se disefian generalmente usando algoritmos y un
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sintetizador de ADN-ARN convencional. Los proveedores incluyen Ambion (Austin, Texas), ChemGenes (Ashland,
Massachusetts), Dharmacon (Lafayette, Colorado), Glen Research (Sterling, Virginia), MWB Biotech (Esbersberg,
Alemania), Proligo (Boulder, Colorado) y Qiagen (Vento, Paises Bajos). El ARNip también puede sintetizarse in vitro
usando kits tales como el Kit de Construccion de ARNip SILENCER® de Ambion. En la presente memoria se
describen cualquiera de los ARNip disefiados como se ha descrito anteriormente basandose en las secuencias para
PAX2.

[0190] La produccién de ARNip a partir de un vector se realiza mas normalmente a través de la transcripcion de los
ARN en horquilla pequefios (ARNhp). Los kits para la producciéon de vectores que comprenden el ARNhp se
encuentran disponibles, tales como, por ejemplo, los Kits de Construccion GENESUPPRESSOR™ de Imgenex y los
vectores de plasmidos y lentivirus de ARNi inducibles de BLOCK-IT™ de Invitrogen. En la presente memoria se
describe cualquier ARNhp disefiado como se ha descrito anteriormente basandose en las secuencias para los
mediadores inflamatorios descritos en la presente memoria.

6. Sistemas de Administracién de Células

[0191] Existen diversas composiciones y procedimientos que pueden usarse para administrar acidos nucleicos a
células, tanto in vitro como in vivo. Estos métodos y composiciones pueden descomponerse en gran medida en dos
clases: sistemas de administracion basados en virus y sistemas de administracion no basados en virus. Por ejemplo,
los acidos nucleicos pueden administrarse mediante diversos sistemas de administracion directos tal como,
electroporacion, lipofeccion, precipitacion con fosfato de calcio, plasmidos, vectores virales, acidos nucleicos virales,
acidos nucleicos de fagos, fagos, cosmidos o mediante transferencia de material genético en células o
transportadores tales como liposomas catidnicos. Los medios apropiados para la transfeccion, incluyendo vectores
virales, transfectantes quimicos o métodos fisicomecéanicos tales como electroporacion y difusion directa de ADN, se
describen, por ejemplo, por Wolff, J. A., et al., Science, 247, 1465-1468, (1990); y Wolff, J. A. Nature, 352, 815-818,
(1991). Dichos métodos se conocen bien en la técnica y se encuentran facilmente adaptables para su uso con las
composiciones y métodos descritos en la presente memoria. En determinados casos, los métodos se modificaran
para funcionar especificamente con grandes moléculas de ADN. Adicionalmente estos métodos pueden usarse para
dirigir determinadas enfermedades y poblaciones de células usando las caracteristicas diana del transportador.

i. Sistemas de suministro basados en acido nucleico

[0192] Los vectores de transferencia pueden ser cualquier construccién de nucledtidos usada para suministrar genes
a células (por ejemplo, un plasmido) o como parte de una estrategia general para suministrar genes, por ejemplo,
como parte de retrovirus o adenovirus recombinante (Ram et al. Cancer Res. 53:83-88, (1993)).

[0193] Como se usa en la presente memoria, los vectores plasmidicos o virales son agentes que transportan los
acidos nucleicos desvelados, tales como ARNip de PAX2 en la célula sin degradacion e incluyen un promotor que
proporciona la expresién del gen en las células a las que se suministra. En algunas realizaciones, los vectores se
obtienen de un virus o un retrovirus. Los vectores virales son, por ejemplo, Adenovirus, virus Adenoasociado, Herpes
virus, virus Vaccinia, virus de la Polio, virus del SIDA, virus tréfico neuronal, virus Sindbis y otros virus de ARN,
incluyendo estos virus con la cadena principal del VIH. También se prefiere cualquier familia viral que comparta las
propiedades de estos virus que hacen que sean adecuados para el uso como vectores. Los retrovirus incluyen el
virus de la Leucemia de Maloney Murino, MMLYV, y retrovirus que expresan las propiedades deseables de MMLV
como un vector. Los vectores retrovirales son capaces de llevar una mayor carga Util genética, es decir, un transgén
0 gen marcador, que otros vectores virales y por este motivo son un vector usado cominmente. Sin embargo, no son
tan utiles en células que no estan proliferando. Los vectores de adenovirus son relativamente estables y es facil
trabajar con los mismos, tienen altos titulos y se pueden suministrar en formulacién de aerosol y pueden transfectar
células que no estan en division. Los vectores virales de viruela son grandes y tienen varios sitios para insertar
genes, son termoestables y pueden almacenarse a temperatura ambiente. Una realizacion preferente es un vector
viral que se ha modificado mediante ingenieria genética a fin de suprimir la respuesta inmune del organismo
hospedador, provocada por los antigenos virales. Los vectores preferentes de este tipo llevaran regiones
codificantes para interleucina 8 o 10.

[0194] Los vectores virales pueden tener mayores capacidades de transaccion (capacidad de introducir genes) que
los procedimientos quimicos o fisicos para introducir genes en células. Tipicamente, los vectores virales contienen
genes tempranos no estructurales, genes tardios estructurales, un transcrito de ARN polimerasa lll, repeticiones
terminales invertidas necesarias para replicacion y encapsidacion y promotores para controlar la transcripcion y
replicacién del genoma viral. Cuando se modifican mediante ingenieria genética como vectores, los virus tipicamente
tienen eliminados uno o mas de los genes tempranos y un gen o casete de gen/promotor se inserta en el genoma
viral en lugar del ADN viral eliminado. Las construcciones de este tipo pueden llevar hasta aproximadamente 8 kb de
material genético extrafio. Las funciones necesarias de los genes tempranos eliminados se suministran tipicamente
por lineas celulares que se han modificado mediante ingenieria genética para expresar los productos génicos de los
genes tempranos en trans.
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a. Vectores Retrovirales

[0195] Un retrovirus es un virus animal perteneciente a la familia de virus de Retroviridae, incluyendo cualquier tipo,
subfamilia, género o tropismo. En general, los vectores retrovirales que estan descritos por Verma, |.M., Retroviral
vectors for gene transfer. En Microbiology-1985, American Society for Microbiology, pags. 229-232, Washington,
(1985), que se incorpora en la presente memoria como referencia. Los ejemplos de procedimientos para usar
vectores retrovirales para terapia génica estan descritos en las Patentes de Estados Unidos N° 4.868.116 y
4.980.286; las solicitudes PCT WO 90/02806 y WO 89/07136; y Mulligan, (Science 260:926-932 (1993)); cuyas
ensefianzas se incorporan en la presente memoria como referencia.

[0196] Un retrovirus es esencialmente un paquete que tiene empaquetado en el mismo un cargamento de acido
nucleico. El cargamento de acido nucleico lleva con el mismo una sefial de empaquetamiento, que garantiza que las
moléculas hijas replicadas se empaquetaran de forma eficaz dentro de la cubierta del paquete. Ademas de la sefial
de empaguetamiento, existen varias moléculas que se necesitan en cis para la replicacién y el empaquetamiento del
virus replicado. Tipicamente, un genoma retroviral contiene los genes gag, pol y env que estan implicados en la
preparacion de la cubierta proteica. Son los genes gag, pol y env los que tipicamente se sustituyen por el ADN
extrafio que se tiene que transferir a la célula diana. Los vectores de retrovirus tipicamente contienen una sefial de
empagquetamiento para la incorporacion a la cubierta del paquete, una secuencia que sefializa el inicio de la unidad
de transcripcion de gag, elementos necesarios para la transcripcion inversa, que incluyen un sitio de unién a cebador
para unirse al cebador de ARNt de la transcripcion inversa, secuencias de repeticion terminal que guian el cambio
de cadena de ARN durante la sintesis de ADN, una secuencia rica en purina 5° del LTR 3’ terminal que sirve como el
sitio de cebado para la sintesis de la segunda cadena de la sintesis de ADN y secuencias especificas cerca de los
extremos de las LTR que permiten la insercion del ADN expuesto de retrovirus para insertar en el genoma del
hospedador. La eliminacion de los genes gag, pol y env permite insertar aproximadamente 8 kb de secuencia
extrafia en el genoma viral, transcribirse de forma inversa y después de la replicacion empaquetarse en una nueva
particula retroviral. Esta cantidad de acido nucleico es suficiente para el suministro de uno a muchos genes
dependiendo del tamafio de cada transcrito. Es preferible incluir marcadores de seleccién positivos o negativos junto
con otros genes en el inserto.

[0197] Ya que la maquinaria de replicacién y las proteinas de empaquetamiento en la mayoria de los vectores
retrovirales se han eliminado (gag, pol y env), los vectores se generan tipicamente poniendo los mismos en una
linea celular de empaquetamiento. Una linea celular de empaquetamiento es una linea celular que se ha
transfectado o transformado con un retrovirus que contiene la maquinaria de replicacion y empaquetamiento, pero
gue carece de una sefial de empaquetamiento. Cuando el vector que lleva el ADN de eleccion se introduce mediante
transfeccion en estas lineas celulares, el vector que contiene el gen de interés se replica y empaqueta en nuevas
particulas retrovirales, mediante la maquinaria proporcionada en cis por la célula auxiliar. Los genomas para la
magquinaria no se empaquetan debido a que carecen de las sefiales necesarias.

b. Vectores Adenovirales

[0198] La construccion de adenovirus defectuosos en replicacion se ha descrito (Berkner et al., J. Virology 61: 1213-
1220 (1987); Massie et al., Mol. Cell. Biol. 6:2872-2883 (1986); Haj-Ahmad et al., J. Virology 57:267-274 (1986);
Davidson et al., J. Virology 61:1226-1239 (1987); Zhang "Generation and identification of recombinant adenovirus by
liposome-mediated transfection and PCR analysis" BioTechniques 15:868-872 (1993)). El beneficio del uso de estos
virus como vectores es que estan limitados en el alcance en el que se puedan propagar a otros tipos celulares, ya
que pueden replicarse dentro de una célula infectada inicial, pero son incapaces de formar nuevas particulas virales
infecciosas. Se ha demostrado que los adenovirus recombinantes consiguen una transferencia génica de alta
eficacia después de suministro directo in vivo al epitelio de las vias respiratorias, hepatocitos, endotelio vascular,
parénguima del SNC y varios otros sitios tisulares (Morsy, J. Clin. Invest. 92:1580-1586 (1993); Kirshenbaum, J. Clin.
Invest. 92:381-387 (1993); Roessler, J. Clin. Invest. 92:1085-1092 (1993); Moullier, Nature Genetics 4:154-159
(1993); La Salle, Science 259:988-990 (1993); Gomez-Foix, J. Biol. Chem. 267:25129-25134 (1992); Rich, Human
Gene Therapy 4:461 -476 (1993); Zabner, Nature Genetics 6:75-83 (1994); Guzman, Circulation Research 73:1201-
1207 (1993); Bout, Human Gene Therapy 5:3-10 (1994); Zabner, Cell 75:207-216 (1993); Caillaud, Eur. J.
Neuroscience 5:1287-1291 (1993); y Ragot, J. Gen. Virology 74:501-507 (1993)). Los adenovirus recombinantes
consiguen la transduccion génica uniéndose a receptores de superficie celular especificos, después de lo cual se
internaliza el virus mediante endocitosis mediada por receptor, del mismo modo que el adenovirus de tipo silvestre o
defectuoso en replicacion (Chardonnet y Dales, Virology 40: 462-477 (1970); Brown y Burlingham, J. Virology
12:386-396 (1973); Svensson y Persson, J. Virology 55:442-449 (1985); Seth, et al., J. Virol. 51:650-655 (1984);
Seth, et al., Mol. Cell. Biol. 4:1528-1533 (1984); Varga et al., J. Virology 65:6061-6070 (1991); Wickham et al., Cell
73:309-319 (1993)).

[0199] Un vector viral puede ser uno basado en un adenovirus del que se ha eliminado el gen E1 y estos viriones se

generan en una linea celular tal como la linea celular 293 humana. En otra realizacion preferida se han eliminado los
genes tanto E1 como E3 del genoma de adenovirus.
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c. Vectores virales adenoasociados

[0200] Otro tipo de vector viral se basa en un virus adenoasociado (AAV). Este parvovirus defectuoso es un vector
preferido debido a que puede infectar muchos tipos celulares y no es patégeno en seres humanos. Los vectores de
tipo AAV pueden transportar de aproximadamente 4 a 5 kb y se sabe que el AAV de tipo silvestre se inserta de
manera estable en el cromosoma 19. Se prefieren vectores que contienen esta propiedad de integracion especifica
de sitio. Una realizacion especialmente preferida de este tipo de vector es el vector P4.1 C producido por Avigen,
San Francisco, CA, que puede contener el gen de timidina quinasa del virus del herpes simple, HSV-tk, y/o un gen
marcador, tal como el gen que codifica la proteina verde fluorescente, GFP.

[0201] En otro tipo de virus AAV, el AAV contiene un par de repeticiones terminales invertidas (ITR), que flanquean
al menos un casete que contiene un promotor que dirige la expresion especifica de sitio ligada de forma operativa a
un gen heterdlogo. Heterélogo en este contexto se refiere a cualquier secuencia de nucleétidos o gen que no sea
nativo del AAV o parvovirus B19.

[0202] Tipicamente, las regiones codificantes de AAV y B 19 se han delecionado, dando como resultado un vector
seguro no citotoxico. Las ITR de AAV o modificaciones de las mismas otorgan infectividad e integracion especifica
de sitio, pero no citotoxicidad, y el promotor dirige la expresion especifica de célula. La Patente de Estados Unidos
N° 6.261.834 se incorpora en la presente memoria por referencia para material relacionado con el vector AAV.

[0203] Los vectores desvelados proporcionan asi moléculas de ADN que son capaces de integracion en un
cromosoma de mamifero sin sustancial toxicidad.

[0204] Los genes insertados en virales y retrovirales contienen habitualmente promotores y/o potenciadores para
ayudar a controlar la expresion del producto génico deseado. Un promotor generalmente es una secuencia o
secuencias de ADN que funcionan cuando estan en una localizacion relativamente fija con respecto al sitio de inicio
de la transcripcion. Un promotor contiene elementos centrales requeridos para la interaccion basica de ARN
polimerasa y factores de transcripcion y puede contener elementos cadena arriba y elementos de respuesta.

d. Vectores virales de gran carga util

[0205] Los experimentos genéticos moleculares con herpesvirus humanos grandes han proporcionado un medio por
el que se pueden clonar grandes fragmentos de ADN heterélogo, propagar y establecer en células permisivas para
infeccion con herpesvirus (Sun et al., Nature genetics 8: 33-41, 1994; Cotter y Robertson, Curr Opin Mol Ther 5: 633-
644, 1999). Estos grandes virus ADN (virus del herpes simple (HSV) y virus de Epstein-Barr (EBV)), tienen el
potencial de suministrar fragmentos de ADN heterélogo humano > 150 kb a células especificas. Los recombinantes
de EBV pueden mantener grandes trozos de ADN en los linfocitos B infectados como ADN episOmico. Los clones
individuales que llevaban insertos genémicos humanos de hasta 330 kb parecian genéticamente estables. El
mantenimiento de estos episomas requiere una proteina nuclear de EBV especifica, EBNA1l, expresada
constitutivamente durante la infeccion con EBV. Adicionalmente, esos vectores se pueden usar para la transfeccion,
donde se pueden generar grandes cantidades de proteina de forma transitoria in vitro. Los sistemas de amplicn de
herpesvirus también se estan usando para empaquetar trozos de ADN > 220 kb y para infectar células que pueden
mantener de forma estable ADN como episomas.

[0206] Otros sistemas utiles incluyen, por ejemplo, vectores de virus vaccinia en replicacién y que no estan en
replicacién restringidos a hospedador.

ii. Sistemas no basados en acido nucleico

[0207] Las composiciones desveladas se pueden suministrar a las células dianas de una diversidad de modos. Por
ejemplo, las composiciones se pueden suministrar a través de electroporacion o a través de lipofeccion o a través de
precipitacion con fosfato calcico. El mecanismo de suministro elegido dependera en parte del tipo de célula a la que
se dirige y si el suministro esté teniendo lugar, por ejemplo, in vivo o in vitro.

[0208] Asi, las composiciones pueden comprender lipidos tales como liposomas, tales como liposomas catidnicos
(por ejemplo, DOTMA, DOPE, DC-colesterol) o liposomas anionicos. Los liposomas pueden comprender
adicionalmente proteinas para facilitar el direccionamiento a una célula particular, si se desea. La administracion de
una composicién que comprende un compuesto y un liposoma catiénico se puede administrar a la sangre aferente a
un drgano diana o inhalarse en las vias respiratorias a células diana de las vias respiratorias. Con respecto a los
liposomas, véase, por ejemplo, Brigham et al. Am. J. Resp. Cell. Mol. Biol. 1:95-100 (1989); Feigner et al. Proc. Natl.
Acad. Sci USA 84:7413-7417 (1987); Patente de Estados Unidos N° 4.897.355. Ademas, el compuesto se puede
administrar como un componente de una microcapsula que se puede dirigir a tipos celulares especificos, tales como
macrdéfagos, o donde la difusion del compuesto o el suministro del compuesto de la microcdpsula esta disefiado para
una velocidad o dosificacion especifica.
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[0209] En los procedimientos que se han descrito anteriormente que incluyen la administracién y captacion de ADN
exdgeno en las células de un sujeto (es decir, transduccién o transfeccion génica), el suministro de las
composiciones a células puede ser a través de una diversidad de mecanismos. Como un ejemplo, el suministro
puede ser a través de un liposoma, usando preparaciones de liposomas disponibles en el mercado tales como
LIPOFECTIN, LIPOFECTAMINE (GIBCO-BRL, Inc., Gaithersburg, MD), SUPERFECT (Qiagen, Inc. Hilden,
Alemania) y TRANSFECTAM (Promega Biotec, Inc., Madison, WI), asi como otros liposomas desarrollados de
acuerdo con procedimientos convencionales en la técnica. Ademas, el acido nucleico o vector desvelado se puede
suministrar in vivo mediante electroporacion, para lo que esta disponible la tecnologia en Genetronics, Inc. (San
Diego, CA) asi como mediante una maquina de SONOPORATION (ImaRx Pharmaceutical Corp., Tucson, AZ).

[0210] Los materiales pueden estar en solucién, suspension (por ejemplo, incorporadas en macroparticulas,
liposomas o células). Estos se pueden dirigir a un tipo celular particular a través de anticuerpos, receptores o
ligandos de receptor. Las siguientes referencias son ejemplos del uso de esta tecnologia para abordar proteinas
especificas de tejido tumoral (Senter, et al., Bioconjugate Chem., 2:447-451, (1991); Bagshawe, K.D., Br. J. Cancer,
60:275-281, (1989); Bagshawe, et al., Br. J. Cancer, 58: 700-703, (1988); Senter, et al., Bioconjugate Chem., 4:3-9,
(1993); Battelli, et al., Cancer Immunol. Immunother., 35: 421-425, (1992); Pietersz and McKenzie, Immunolog.
Reviews, 129:57-80, (1992); y Roffler, et al., Biochem. Pharmacol, 42:2062-2065, (1991)). Estas técnicas se pueden
usar para una diversidad de otros tipos celulares especificos. Vehiculos tales como "stealth" y otros liposomas
conjugados con anticuerpos (incluyendo direccionamiento de farmaco mediado por lipido a carcinoma colénico),
direccionamiento mediado por receptor de ADN a través de ligandos especificos de células, direccionamiento a
tumor dirigido por linfocitos y direccionamiento retroviral terapéutico altamente especifico de células de glioma
murino in vivo. Las siguientes referencias son ejemplos del uso de esta terminologia para dirigir proteinas
especificas a tejido tumoral (Hughes et al., Cancer Research, 49:6214-6220, (1989); y Litzinger y Huang, Biochimica
et Biophysica Acta, 1104:179-187, (1992)). En general, los receptores estan implicados en rutas de endocitosis,
constitutivas o inducidas por ligando. Estos receptores se agrupan en fosos recubiertos con clatrina, entran en la
célula a través de vesiculas recubiertas con clatrina, pasan a través de un endosoma acidificado en el que se
clasifican los receptores y después se reciclan en la superficie celular, se almacenan intracelularmente o se
degradan en lisosomas. Las rutas de internalizacién sirven para una diversidad de funciones, tales como la
captacién de nutrientes, eliminacién de proteinas activadas, aclaramiento de macromoléculas, entrada oportunista
de virus y toxinas, disociacion y degradacion de ligando y regulacion a nivel de receptor. Muchos receptores siguen
més de una ruta intracelular, dependiendo del tipo celular, la concentracion del receptor, el tipo de ligando, la
valencia de ligando y la concentracion de ligando. Los mecanismos moleculares y celulares de la endocitosis
mediada por receptor se han revisado (Brown y Greene, DNA and Cell Biology 10:6, 399-409 (1991)).

[0211] Los acidos nucleicos que se suministran a células que se tienen que integrar en el genoma de la célula
hospedadora contienen tipicamente secuencias de integracion. Estas secuencias con frecuencia son secuencias
relacionadas con virus, particularmente cuando se usan sistemas basados en virus. Estos sistemas de integracion
viral pueden incorporarse también en acidos nucleicos que se tienen que suministrar usando un sistema de
suministro no basado en &cido nucleico, tal como un liposoma, de tal manera que el acido nucleico contenido en el
sistema de suministro se pueda integrar en el genoma del hospedador.

[0212] Otras técnicas generales para la integracion en el genoma del hospedador incluyen, por ejemplo, sistemas
disefiados para promover la recombinacion homéloga con el genoma del hospedador. Estos sistemas tipicamente
dependen de secuencias que flanquean el acido nucleico a expresar que tiene suficiente homologia con una
secuencia diana dentro del genoma de la célula hospedadora de tal manera que tiene lugar la recombinacion entre
el acido nucleico del vector y el acido nucleico diana, causando que el acido nucleico suministrado se integre en el
genoma del hospedador. Estos sistemas y los procedimientos necesarios para promover la recombinacion homaéloga
se conocen por los expertos en la materia.

iii. In vivo/ex vivo

[0213] Como se ha descrito anteriormente, las composiciones se pueden administrar en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y se pueden suministrar a las células del sujeto in vivo y/o ex vivo mediante una
diversidad de mecanismos bien conocidos en la técnica (por ejemplo, captacion de ADN desnudo, fusion de
liposomas, inyeccion intramuscular de ADN a través de una pistola de genes, endocitosis y similares).

[0214] Si se emplean procedimientos ex vivo, se pueden eliminar células o tejidos y mantenerse en el exterior del
cuerpo de acuerdo con protocolos convencionales bien conocidos en la técnica. Las composiciones se pueden
introducir en las células mediante cualquier mecanismo de transferencia génica, tal como, por ejemplo, suministro de
genes mediado por fosfato calcico, electroporacién, microinyeccién o proteoliposomas. Después, las células
transducidas se pueden infundir (por ejemplo, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable) o trasplantarse
homotopicamente de vuelta al sujeto mediante procedimientos convencionales por el tipo celular o tisular. Se
conocen procedimientos convencionales para el trasplante o la infusion de diversas células a un sujeto.
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7. Kits

[0215] Los materiales que se han descrito anteriormente asi como otros materiales se pueden envasar de forma
conjunta en cualquier combinacién adecuada como un kit Gtil para realizar o ayudar en la realizacién del
procedimiento desvelado. Es util que los componentes del kit en un kit dado estén disefiados y adaptados para su
uso de forma conjunta en el procedimiento desvelado. Por ejemplo, se desvelan kits para detectar, tratar o prevenir
cancer de préstata o PIN, comprendiendo el kit péptidos o anticuerpos que unen especificamente a PAX2 y DEFB1.

8. Sistemas de expresion

[0216] Los acidos nucleicos que se suministran a células contienen tipicamente sistemas de control de expresion.
Por ejemplo, los genes insertados en sistemas virales y retrovirales contienen habitualmente promotores y/o
potenciadores para ayudar a controlar la expresion del producto génico deseado. Un promotor generalmente es una
secuencia o secuencias de ADN que funcionan cuando estdn en una localizacion relativamente fija con respecto al
sitio de inicio de la transcripcién. Un promotor contiene elementos centrales requeridos para la interaccion basica de
ARN polimerasa y factores de transcripcion y puede contener elementos cadena arriba y elementos de respuesta.

i. Promotores y Potenciadores Virales

[0217] Los promotores preferentes que controlan la transcripcion de vectores en células hospedadoras de mamifero
se pueden obtener de diversas fuentes, por ejemplo, los genomas de virus tales como: polioma, Virus de simio 40
(SV40), adenovirus, retrovirus, virus de la hepatitis B y mucho mas preferentemente citomegalovirus, o de
promotores de mamifero heterdlogos, por ejemplo, el promotor de beta actina. Los promotores temprano y tardio del
virus SV40 se obtienen de forma conveniente como un fragmento de restriccion de SV40 que también contiene el
origen de replicacion viral de SV40 (Fiers et al., Nature, 273: 113 (1978)). El promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano se obtiene de forma conveniente como un fragmento de restriccion con Hindlll E
(Greenway, P.J. et al.,, Gene 18: 355-360 (1982)). Por supuesto, en la presente memoria también son Utiles
promotores de la célula hospedadora o especies relacionadas.

[0218] Un potenciador se refiere generalmente a una secuencia de ADN que funciona a ninguna distancia fija del
sitio de inicio de la transcripcion y puede ser 5’ (Laimins, L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 78: 993 (1981)) o 3’ (Lusky,
M.L., et al., Mol. Cell Bio. 3: 1108 (1983)) a la unidad de transcripcion. Ademas, los potenciadores pueden estar
dentro de un intrén (Banerji, J.L. et al., Cell 33: 729 (1983)) asi como dentro de la propia secuencia codificante
(Osborne, T.F., et al., Mol. Cell Bio. 4: 1293 (1984)). Habitualmente tienen entre 10 y 300 pb de longitud y funcionan
en cis. Los potenciadores funcionan aumentando la transcripcion de promotores cercanos. Los potenciadores
también contienen con frecuencia elementos de respuesta que median en la regulacion de la transcripcion. Los
promotores pueden contener también elementos de respuesta que median en la regulacion de la transcripcion. Los
potenciadores determinan con frecuencia la regulacion de expresion de un gen. Aunque muchas secuencias
potenciadores se conocen ahora de genes de mamifero (globina, elastasa, albumina, fetoproteina e insulina),
tipicamente se usard un potenciador de un virus de célula eucariota para la expresion general. Son ejemplos
preferentes el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacion (pb 100-270), el potenciador del
promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado tardio del origen de replicacion y
potenciadores de adenovirus.

[0219] EI promotor y/o potenciador se pueden activar especificamente mediante luz o acontecimientos quimicos
especificos que desencadenan su funcion. Los sistemas se pueden regular mediante reactivos tales como
tetraciclina y dexametasona. También existen modos de aumentar la expresion génica del vector viral mediante
exposicion a irradiacion, tal como irradiacién gamma o farmacos de quimioterapia alquilantes.

[0220] En ciertas realizaciones, la region de promotor y/o potenciador puede actuar como un promotor y/o
potenciador constitutivo para maximizar la expresion de la region de la unidad de transcripcion a transcribir. En
ciertas construcciones, la regién del promotor y/o potenciador sera activa en todos los tipos celulares eucariotas
incluso si se expresa solamente en un tipo particular de célula en un momento particular. Un promotor preferente de
este tipo es el promotor de CMV (650 bases). Otros promotores preferentes son los promotores de SV40,
citomegalovirus (promotor de longitud completa) y vector retroviral (LTR).

[0221] Se ha demostrado que todos los elementos reguladores especificos se pueden clonar y usar para construir
vectores de expresion que se expresan selectivamente en tipos celulares especificos tales como células de
melanoma. El promotor de la proteina acética fibrilar glial (GFAP) se ha usado para expresar selectivamente genes
en células de origen glial.

[0222] Los vectores de expresion usados en células hospedadoras eucariotas (células de levadura, hongos, insecto,
vegetales, animales, humanas o nucleadas) pueden contener también secuencias necesarias para la terminacién de
la transcripcion que pueden afectar a la expresién de ARNm. Estas regiones se transcriben como segmentos
poliadenilados en la parte no traducida del ARNm que codifica la proteina de factor tisular. Las regiones no
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traducidas 3’ también incluyen sitios de terminacion de la transcripcion. Se prefiere que la unidad de transcripcion
contenga también una region de poliadenilacion. Un beneficio de esta regién es que aumenta la probabilidad de que
la unidad transcrita se procese y transporte como el ARNm. La identificacion y el uso de sefiales de poliadenilacion
en construcciones de expresidon estan bien establecidos. Se prefiere que se usen sefiales de poliadenilacion
homologas en las construcciones de transgenes. En ciertas unidades de transcripcion, la regiéon de poliadenilacién
se obtiene de la sefial de poliadenilacion temprana de SV40 y consiste en aproximadamente 400 bases. También se
prefiere que la unidad transcrita contenga otras secuencias convencionales en solitario o en combinacion con las
anteriores secuencias que mejoran la expresion de o la estabilidad de la construccion.

ii. Marcadores

[0223] Los vectores virales pueden incluir una secuencia de acido nucleico que codifica un producto marcador. Este
producto marcador se usa para determinar si el gen se ha suministrado a la célula y si, una vez suministrado, se esta
expresando. Son genes marcadores preferentes el gen lacZ de E. coli, que codifica B-galactosidasa y proteina
fluorescente verde.

[0224] En algunas realizaciones, el marcador puede ser un marcador de seleccion. Los ejemplos de marcadores de
seleccion adecuados para células de mamiferos son dihidrofolato reductasa (DHFR), timidina quinasa, neomicina,
analogo de neomicina G418, hidromicina y puromicina. Cuando tales marcadores de seleccion se transfieren de
forma exitosa a una célula hospedadora de mamifero, la célula hospedadora de mamifero transformada puede
sobrevivir si se pone bajo presion selectiva. Existen dos categorias ampliamente usadas distintas de regimenes
selectivos. La primera categoria esta basada en el metabolismo de una célula y el uso de una linea celular mutante
que carece de la capacidad de crecer independientemente de un medio complementado. Dos ejemplos son: células
DHFR de CHO y células LTK de ratdn. Estas células carecen de la capacidad de crecer sin la adicion de tales
nutrientes tales como timidina o hipoxantina. Debido a que estas células carecen de ciertos genes necesarios para
una ruta de sintesis de nucle6tidos completa, no pueden sobrevivir a menos que se proporcionen los nucleétidos
ausentes en un medio complementado. Una alternativa a complementar el medio es introducir un gen de DHFR o TK
intacto en células que carezcan de los genes respectivos, alterando asi sus requisitos de crecimiento. Las células
individuales que no se han transformado con el gen de DHFR o TK no seran capaces de sobrevivir en medio no
complementado.

[0225] La segunda categoria es seleccion dominante que se refiere a un esquema de seleccion usado en cualquier
tipo celular y no requiere el uso de ninguna linea celular mutante. Estos esquemas usan tipicamente un farmaco
para bloguear el crecimiento de una célula hospedadora. Esas células que tienen un gen novedoso expresarian una
proteina que lleva resistencia a farmacos y sobrevivirian a la seleccion. Los ejemplos de tal seleccion dominante
usan los farmacos neomicina (Southern P. y Berg, P., J. Molec. Appl. Genet. 1: 327 (1982)), acido micofendlico
(Mulligan, R.C. and Berg, P. Science 209:1422 (1980)) o higromicina (Sugden, B. et al., Mol. Cell. Biol. 5: 410-413
(1985)). Los tres ejemplos emplean genes bacterianos bajo control eucariota para otorgar resistencia al farmaco
apropiado G418 o neomicina (geneticina), xgpt (acido micofendlico) o higromicina, respectivamente. Otros incluyen
el analogo de neomicina G418 y puromicina.

9. Vehiculos farmacéuticos

[0226] Las composiciones desveladas se pueden usar terapéuticamente en combinacion con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Con “farmacéuticamente aceptable” se quiere decir un material que no es indeseable
biolégicamente o de otro modo, es decir, el material se puede administrar a un sujeto junto con el acido nucleico o
vector sin causar ningln efecto bioldgico indeseable o interaccionar de un modo perjudicial con cualquiera de los
demas componentes de la composicion farmacéutica en la que esta contenido. El vehiculo de forma natural se
seleccionara para minimizar cualquier degradacion del ingrediente activo y para minimizar cualquier efecto
secundario adverso en el sujeto, como se conoce bien por el experto en la materia.

[0227] Estan descritos vehiculos adecuados y sus formulaciones en Remington: The Science and Practice of
Pharmacy (192 ed.) ed. A.R. Gennaro, Mack Publishing Company, Easton, PA 1995. Tipicamente, una cantidad
apropiada de una sal farmacéuticamente aceptable se usa en la formulacidon para convertir la formulacién en
isoténica. Los ejemplos del vehiculo farmacéuticamente aceptable incluyen, pero sin limitacion, solucién salina,
solucion de Ringer y solucion de dextrosa. El pH de la solucion es preferentemente de aproximadamente 5 a
aproximadamente 8 y mas preferentemente de aproximadamente 7 a aproximadamente 7,5. Otros vehiculos
incluyen preparaciones de liberacién sostenida tales como matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos
gue contienen el anticuerpo, matrices que estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas,
liposomas o microparticulas. Sera evidente para los expertos en la materia que ciertos vehiculos pueden ser mas
preferentes dependiendo, por ejemplo, de la via de administracion y la concentracion de la composicién que se esta
administrando.

[0228] Los vehiculos farmacéuticos se conocen por los expertos en la materia. Los mas tipicos serian vehiculos
convencionales para la administracion de farmacos a seres humanos, que incluyen soluciones tales como agua
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estéril, solucién salina y soluciones tamponadas a pH fisiolégico. Las composiciones se pueden administrar por via
intramuscular o por via subcutdnea. Se administraran otros compuestos de acuerdo con procedimientos
convencionales usados por los expertos en la materia.

[0229] Las composiciones farmacéuticas pueden incluir vehiculos, espesantes, diluyentes, tampones, conservantes,
agentes con actividad superficial y similares ademas de la molécula de eleccién. Las composiciones farmacéuticas
pueden incluir también uno o mas ingredientes activos tales como agentes antimicrobianos, agentes
antiinflamatorios, anestésicos y similares.

[0230] Las preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas 0 no acuosas estériles,
suspensiones y emulsiones. Son ejemplos de disolventes no acuosos propilenglicol, polietilenglicol, aceites
vegetales tales como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos
acuosos incluyen agua, soluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo solucion salina y
medio tamponado. Los vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro sédico, dextrosa de Ringer, dextrosa y
cloruro sédico, Ringer lactato o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen rellenadores de fluidos y nutrientes,
rellenadores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de Ringer) y similares. Pueden estar presentes
también conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y
gases inertes y similares.

[0231] Las formulaciones para administracién tOpica pueden incluir pomadas, lociones, cremas, geles, gotas,
supositorios, pulverizadores, liquidos y polvos. Pueden ser necesarios o deseables vehiculos farmacéuticos
convencionales, bases acuosas, en polvo u oleosas, espesantes y similares.

[0232] Las composiciones para administracion oral incluyen polvos o granulos, suspensiones o soluciones en agua o
medio no acuoso, capsulas, sobrecitos o comprimidos. Pueden ser deseables espesantes, aromatizantes,
diluyentes, emulsionantes, ayudas de dispersion o aglutinantes.

[0233] Algunas de las composiciones pueden administrarse potencialmente como una sal farmacéuticamente
aceptable de adicion de acido o base, formada mediante reaccién con acidos inorganicos tales como é&cido
clorhidrico, acido bromhidrico, &cido perclérico, acido nitrico, acido tiocianico, acido sulftrico y &cido fosférico, y
acidos orgéanicos tales como acido férmico, acido acético, acido propionico, acido glicélico, acido lactico, acido
pirdvico, acido oxalico, acido malonico, acido succinico, acido maleico y acido fumarico o mediante reaccién con una
base inorganica tal como hidréxido sédico, hidroxido de amonio, hidréxido de potasio y bases organicas tales como
mono-, di-, trialquil y aril aminas y etanolaminas sustituidas.

[0234] Los materiales pueden estar en solucion, suspension (por ejemplo, incorporados en microparticulas,
liposomas o células). Estos se pueden dirigir a un tipo celular particular mediante anticuerpos, receptores o ligandos
de receptor. Las siguientes referencias son ejemplos del uso de esta tecnologia para dirigir proteinas especificas a
tejido tumoral (Senter, et al., Bioconjugate Chem., 2:447-451, (1991); Bagshawe, K.D., Br. J. Cancer, 60:275-281,
(1989); Bagshawe, et al., Br. J. Cancer, 58: 700-703, (1988); Senter, et al., Bioconjugate Chem., 4:3-9, (1993);
Battelli, et al., Cancer Immunol. Immunother., 35: 421-425, (1992); Pietersz and McKenzie, Immunolog. Reviews,
129:57-80, (1992); y Roffler, et al., Biochem. Pharmacol, 42:2062-2065, (1991)). Vehiculos tales como “stealth" y
otros liposomas conjugados con anticuerpo (incluyendo direccionamiento de farmaco mediado por lipido a
carcinoma coldnico), direccionamiento mediado por receptor de ADN a través de ligandos especificos celulares,
direccionamiento a tumor dirigido por linfocitos y direccionamiento retroviral terapéutico altamente especifico de
células de glioma murino in vivo. Las siguientes referencias son ejemplos del uso de esta tecnologia para dirigir
proteinas especificas a tejido tumoral (Hughes et al., Cancer Research, 49:6214-6220, (1989); y Litzinger y Huang,
Biochimica et Biophysica Acta, 1104:179-187, (1992)). En general, los receptores estan implicados en rutas de
endocitosis, constitutivas o inducidas por ligando. Estos receptores se agrupan en fosos recubiertos de clatrina,
entran en la célula a través de vesiculas recubiertas con clatrina, pasan a través de un endosoma acidificado en el
gue se clasifican los receptores y después se reciclan a la superficie celular, se almacenan intracelularmente o se
degradan en lisosomas. Las rutas de internalizacion sirven para una diversidad de funciones, tales como captacion
de nutrientes, eliminacién de proteinas activadas, aclaramiento de macromoléculas, entrada oportunista de virus y
toxinas, disociacién y degradacion de ligando y regulacion al nivel del receptor. Muchos receptores siguen mas de
una ruta intracelular, dependiendo del tipo celular, concentracion de receptor, tipo de ligando, valencia de ligando y
concentracion de ligando. Se han revisado los mecanismos moleculares y celulares de la endocitosis mediada por
receptor (Brown y Greene, DNA and Cell Biology 10:6, 399-409 (1991)).

10. Quimica combinatoria
[0235] Las composiciones desveladas se pueden usar como dianas para cualquier técnica combinatoria para
identificar moléculas o moléculas macromoleculares que interaccionen con las composiciones desveladas de una

forma deseada. También se desvelan las composiciones que se identifican a través de técnicas combinatorias o
técnicas de exploracion en las que las composiciones desveladas como la secuencia de PAX2 o partes de la misma
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(por ejemplo, dominio de unién a ADN de PAX2) se usan como la diana en un protocolo combinatorio o de
exploracién.

[0236] Se entiende que cuando se usan las composiciones desveladas en técnicas combinatorias o procedimientos
de exploracion se identificaran moléculas, tales como moléculas macromoleculares, que tengan propiedades
deseadas particulares tales como inhibicién o estimulacion de la funcién de la molécula diana. Las moléculas
identificadas y aisladas cuando se usan las composiciones desveladas tales como DEFB1 o PAX2 también se
desvelan. Asi, los productos producidos usando las estrategias combinatorias o de exploracién que implican las
composiciones desveladas también se consideran desvelados en la presente memoria.

[0237] Se entiende que los procedimientos desvelados para identificar moléculas que inhiben las interacciones
entre, por ejemplo, el promotor de DEFB1 y PAX2 se pueden realizar usando medios de alto rendimiento. Por
ejemplo, se pueden identificar supuestos inhibidores usando transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia (FRET) para identificar rapidamente interacciones. La teoria subyacente de las técnicas es que cuando
dos moléculas estan préximas en el espacio, es decir, interaccionan a un nivel por debajo del fondo, se produce una
sefial 0 se puede interrumpir una sefial. Después se pueden realizar una diversidad de experimentos que incluyen,
por ejemplo, afiadir un supuesto inhibidor. Si el inhibidor compite con la interaccién entre las dos moléculas de
sefializacion, las sefiales se eliminaran una de otra en el espacio y esto causara una disminucién o un aumento de la
sefial, dependiendo del tipo de sefial usado. Esta sefial de disminucién o creciente puede correlacionarse con la
presencia o ausencia de supuesto inhibidor. Se puede usar cualquier medio de sefalizacién. Por ejemplo, se
desvelan procedimientos de identificacion de un inhibidor de la interaccion entre cualquiera de dos de las moléculas
desveladas que comprenden poner en contacto una primera molécula y una segunda molécula de forma conjunta en
presencia de un supuesto inhibidor, en el cual la primera molécula o la segunda molécula comprende un donador de
fluorescencia, en el cual la primera o segunda molécula, tipicamente la molécula que no comprende el donador,
comprende un aceptor de fluorescencia; y medir la transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET)
en presencia de supuesto inhibidor y en ausencia de supuesto inhibidor, en el que una disminucién en FRET en la
presencia del supuesto inhibidor en comparacion con la medicién de FRET en su ausencia indica que el supuesto
inhibidor inhibe la unién entre las dos moléculas. Este tipo de procedimiento se puede realizar asimismo con un
sistema celular.

[0238] La quimica combinatoria incluye, pero sin limitacion, todos los procedimientos para aislar pequefias
moléculas o macromoléculas que sean capaces de unirse a una molécula pequefia 0 a otra macromolécula,
tipicamente en un procedimiento iterativo. Son ejemplos de macromoléculas las proteinas, oligonucleétidos y
azucares. Por ejemplo, las moléculas de oligonucleétidos con una funcién dada, catalitica o de union a ligando, se
pueden aislar de una mezcla compleja de oligonucleétidos aleatorios en lo que se ha denominado “genética in vitro”
(Szostak, TIBS 19:89, 1992). Se sintetiza un gran grupo de moléculas que llevan secuencias aleatorias y definidas y
se somete esa mezcla compleja, por ejemplo, aproximadamente 10" secuencias individuales a 100 pg de un ARN
de 100 nucledtidos a algun procedimiento de seleccién y enriquecimiento. Mediante ciclos repetidos de
cromatografia de afinidad y amplificacion mediante PCR de las moléculas unidas al ligando en la columna, Ellington
y Szostak (1990) estimaron que una de 10" moléculas de ARN se plegaron de tal manera que se unian a un
colorante de molécula pequefia. También se han aislado moléculas de ADN con tal comportamiento de union a
ligando (Ellington y Szostak, 1992; Bock et al, 1992). Existen técnicas que pretenden objetivos similares para
pequefias moléculas organicas, proteinas, anticuerpos y otras macromoléculas conocidas por los expertos en la
materia. Los conjuntos de exploracion de moléculas para una actividad deseada basada en pequefas bibliotecas
organicas, oligonucleétidos o anticuerpos se denominan de forma general quimica combinatoria. Las técnicas
combinatorias son particularmente adecuadas para definir interacciones de unién entre moléculas y para aislar
moléculas que tengan una actividad de union especifica, denominadas con frecuencia aptameros cuando las
macromoléculas son acidos nucleicos.

[0239] Existen varios procedimientos para aislar proteinas que tienen actividad de novo o una actividad modificada.
Por ejemplo, se han usado bibliotecas de presentaciéon en fagos para aislar numerosos péptidos que interaccionan
con una diana especifica (véase, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 6.031.071; 5.824.520; 5.596.079;
y 5.565.332, que se incorporan en la presente memoria como referencia al menos para su material relacionado con
presentacién en fagos y procedimientos relacionados con quimica combinatoria).

[0240] Un procedimiento preferente para aislar proteinas que tienen una funcién dada se describe por Roberts y
Szostak (Roberts R.W. y Szostak J.W. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94(23)12997-302 (1997)). Este procedimiento de
guimica combinatoria acopla el poder funcional de proteinas y el poder genético de acidos nucleicos. Se genera una
molécula de ARN en la que una molécula de puromicina se une covalentemente al extremo 3’ de la molécula de
ARN. Una traduccién in vitro de esta molécula de ARN modificada causa que se traduzca la proteina correcta
codificada por el ARN. Ademas, debido a la unién de la puromicina, un aceptor de peptidilo que no se puede
extender, una cadena peptidica en crecimiento se une a la puromicina que esta unida al ARN. Asi, la molécula
proteica se une al material genético que la codifica. Ahora se pueden realizar procedimientos de seleccion in vitro
normales para aislar los péptidos funcionales. Una vez que se ha completado el procedimiento de seleccién para
funcién peptidica se realizan procedimientos de manipulacion de acido nucleico tradicionales para amplificar el acido

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2390 083 T3

nucleico que codifica los péptidos funcionales seleccionados. Después de la amplificacion del material genético, se
transcribe nuevo ARN con puromicina en el extremo 3’, se traduce el nuevo péptido y se realiza otra ronda de
seleccioén funcional. Asi, la seleccion de proteinas se puede realizar de una manera iterativa justo como las técnicas
de seleccién de éacido nucleico. El péptido que se traduce se controla por la secuencia del ARN unido a la
puromicina. Esta secuencia puede ser cualquier cosa desde una secuencia aleatoria modificada mediante ingenieria
genética para traduccién optima (es decir, sin codones de terminacion, etc.) o puede ser una secuencia degenerada
de una molécula de ARN conocida para buscar funcién mejorada o alterada de un péptido conocido. Las
condiciones para la amplificacién y traduccion in vitro de acido nucleico se conocen bien por los expertos habituales
en la materia y se realiza preferentemente como en Roberts y Szostak (Roberts R.W. y Szostak J.W. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 94(23)12997-302 (1997)).

[0241] Otro procedimiento preferente para procedimientos combinatorios disefiados para aislar péptidos se describe
en Cohen et al. (Cohen B.A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(24): 14272-7 (1998)). Este procedimiento utiliza y
modifica la tecnologia de dos hibridos. Los sistemas de dos hibridos en levadura son Utiles para la deteccién y el
andlisis de interacciones proteina:proteina. El sistema de dos hibridos, descrito inicialmente en la levadura
Saccharomyces cerevisiae, es una técnica genética molecular potente para identificar nuevas moléculas
reguladoras, especificas para la proteina de interés (Fields y Song, Nature 340:245-6 (1989)). Cohen et al.,
modificaron esta tecnologia de tal manera que se pueden identificar interacciones novedosas entre secuencias
peptidicas sintéticas o modificadas mediante ingenieria genética que se unen a molécula de eleccion. El beneficio de
este tipo de tecnologia es que la seleccién se realiza en un entorno intracelular. El procedimiento utiliza una
biblioteca de moléculas peptidicas que se unen a un dominio de activacion acido.

[0242] Usando la metodologia bien conocida por los expertos en la materia, en combinacion con diversas bibliotecas
combinatorias, se puede aislar y caracterizar las moléculas pequefias o macromoléculas, que se unen a o
interaccionan con la diana deseada. La afinidad de union relativa de sus compuestos se puede comparar y se
pueden identificar compuestos 6ptimos usando estudios de unién competitiva que se conocen bien por los expertos
en la materia.

[0243] Las técnicas para preparar bibliotecas combinatorias y explorar bibliotecas combinatorias para aislar
moléculas que se unen a diana deseada se conocen bien por los expertos en la materia. Se pueden encontrar
técnicas y procedimientos representativos en, pero sin limitacion, las Patentes de Estados Unidos N° 5.084.824,
5.288.514, 5.449.754, 5.506.337, 5.539.083, 5.545.568, 5.556.762, 5.565.324, 5.565.332, 5.573.905, 5.618.825,
5.619.680, 5.627.210, 5.646.285, 5.663.046, 5.670.326, 5.677.195, 5.683.899, 5.688.696, 5.688.997, 5.698.685,
5.712.146, 5.721.099, 5.723.598, 5.741.713, 5.792.431, 5.807.683, 5.807.754, 5.821.130, 5.831.014, 5.834.195,
5.834.318, 5.834.588, 5.840.500, 5.847.150, 5.856.107, 5.856.496, 5.859.190, 5.864.010, 5.874.443, 5.877.214,
5.880.972, 5.886.126, 5.886.127, 5.891.737, 5.916.899, 5.919.955, 5.925.527, 5.939.268, 5.942.387, 5.945.070,
5.948.696, 5.958.702, 5.958.792, 5.962.337, 5.965.719, 5.972.719, 5.976.894, 5.980.704, 5.985.356, 5.999.086,
6.001.579, 6.004.617, 6.008.321, 6.017.768, 6.025.371, 6.030.917, 6.040.193, 6.045.671, 6.045.755, 6.060.596 y
6.061.636.

[0244] Se pueden preparar bibliotecas combinatorias a partir de una amplia serie de moléculas usando varias
técnicas sintéticas diferentes. Por ejemplo bibliotecas que contienen 2,4-pirimidinedionas fusionadas (patente de
Estados Unidos 6.025.371), dihidrobenzopiranos (patentes de Estados Unidos 6.017.768 y 5.821.130), alcoholes de
amida (patente de Estados Unidos 5.976.894), amidas de hidroxi-amino acidos (patente de Estados Unidos
5.972.719), hidratos de carbono (patente de Estados Unidos 5.965.719), 1,4-benzodiazepina-2,5-dionas (patente de
Estados Unidos 5.962.337), ciclicos (patente de Estados Unidos 5.958.792), amidas de amino acido de biarilo
(patente de Estados Unidos 5.948.696), tiofenos (patente de Estados Unidos 5.942.387), tetrahidroquinolinas
triciclicas (patente de Estados Unidos 5.925.527), benzofuranos (patente de Estados Unidos 5.919.955),
isoquinolinas (patente de Estados Unidos 5.916.899), hidantoina y tiohidantoina (patente de Estados Unidos
5.859.190), indoles (patente de Estados Unidos 5.856.496), imidazol-pirido-indol e imidazol-pirido-benzotiofenos
(patente de Estados Unidos 5.856.107), 2-metileno-2, 3-dihidrotiazoles sustituidos (patente de Estados Unidos
5.847.150), quinolinas (patente de Estados Unidos 5.840.500), marcadores que contienen PNA (patente de Estados
Unidos 5.831.014), (patente de Estados Unidos 5.721.099), policetonas (patente de Estados Unidos 5.712.146),
subunidades de morfolino (patentes de Estados Unidos 5.698.685 y 5.506.337), sulfamidas (patente de Estados
Unidos 5.618.825), y benzodiazepinas (patente de Estados Unidos 5.288.514).

[0245] La exploracion de moléculas similares a las moléculas de ARNip desveladas para la inhibicién de la supresion
con PAX2 de la expresién de DEFB1 es un procedimiento de aislamiento de los compuestos deseados.

[0246] Las moléculas aisladas pueden ser inhibidores competitivos o inhibidores no competitivos.

[0247] En otra realizacion, los inhibidores son inhibidores no competitivos. Un tipo de inhibidor no competitivo
causara redisposiciones alostéricas.
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[0248] Como se usa en la presente memoria, los procedimientos combinatorios y bibliotecas incluyen
procedimientos de exploracidon y bibliotecas tradicionales asi como procedimientos y bibliotecas usados en
procedimientos iterativos.

11. Disefio de farmacos asistido por ordenador

[0249] Las composiciones desveladas se pueden usar como dianas para cualquier técnica de modelado molecular
para identificar la estructura de las composiciones desveladas o para identificar moléculas potenciales o reales, tales
como moléculas pequefias, que interaccionan de una forma deseada con las composiciones desveladas. Los acidos
nucleicos, péptidos y moléculas relacionadas desveladas en la presente memoria se pueden usar como dianas en
cualquier programa o estrategia de modelado molecular.

[0250] Se entiende que cuando se usan las composiciones desveladas en técnicas de modelado se identificaran
moléculas, tales como moléculas macromoleculares. que tienen propiedades deseadas particulares tales como
inhibicién o estimulacion de la funcién de la molécula diana. Las moléculas identificadas y aisladas cuando se usan
las composiciones desveladas, tales como la SEC ID N°: 1, también estan desveladas. Asi, los productos producidos
usando las estrategias de modelado molecular que implican las composiciones desveladas tales como la SEC ID N°:
1, también se consideran desveladas en la presente memoria.

[0251] Asi, un modo de aislar moléculas que se unen a una molécula de eleccién es mediante disefio racional. Esto
se consigue mediante informacién estructural y modelado informético. La tecnologia de modelado informético
permite la visualizacién de la estructura atomica tridimensional de una molécula seleccionada y el disefio racional de
nuevos compuestos que interaccionardn con la molécula. La construccioén tridimensional depende tipicamente de los
datos de analisis cristalograficos de rayos x o formacion de imagenes con RMN de la molécula seleccionada. La
dindmica molecular requiere datos de campo de fuerza. Los sistemas de graficos informaticos permiten la prediccion
de como un nuevo compuesto se unird con la molécula diana y permiten la manipulacion experimental de las
estructuras del compuesto y la molécula diana para perfeccionar la especificidad de union. La predicciéon de como
sera la interaccion de molécula-compuesto cuando se realizan pequefios cambios en uno o ambos requiere software
de mecanica molecular y ordenadores informaticamente intensos, habitualmente acoplados con interfaces comodas
para el usuario, dirigidas por menu entre el programa de disefio molecular y el usuario.

[0252] Son ejemplos de los sistemas de modelado molecular los programas CHARMmM y QUANTA, Polygen
Corporation, Waltham, MA. CHARMm realiza las funciones de minimizacién de energia y dinamica molecular.
QUANTA realiza la construccion, modelado grafico y andlisis de la estructura molecular. QUANTA permite la
construccion interactiva, modificacion, visualizacion y analisis del comportamiento de las moléculas entre si.

[0253] Varios articulos revisan el modelado por ordenador de fArmacos que interaccionan con proteinas especificas,
tales como Rotivinen, et al., 1988 Acta Pharmaceutica Fennica 97, 159-166; Ripka, New Scientist 54-57 (16 de junio
de 1988); McKinaly y Rossmann, 1989 Annu. Rev. Pharmacol. Toxiciol. 29, 111-122; Perry y Davies, QSAR:
Quantitative Structure-Activity Relationships in Drug Design pags. 189-193 (Alan R. Liss, Inc. 1989); Lewis y Dean,
1989 Proc. R. Soc. Lond. 236, 125-140 y 141-162; y con respecto a una enzima de modelo para componentes de
acido nucleico, Askew, et al., 1989 J. Am. Chem Soc. 111, 1082-1090. Otros programas informéticos que exploran e
ilustran graficamente productos quimicos estan disponibles en empresas tales como BioDesign, Inc., Pasadena, CA.,
Allelix, Inc, Mississauga, Ontario, Canada e Hypercube, Inc., Cambridge, Ontario. Aunque los mismos estan
disefiados principalmente para la aplicacion a farmacos especificos para proteinas particulares, se pueden adaptar
para el disefio de moléculas que interaccionan especificamente con regiones especificas de ADN o ARN, una vez
que se haya identificado esa region.

[0254] Aunque se ha descrito anteriormente con referencia al disefio y la generacién de compuestos que podrian
alterar la union, se podrian explorar también bibliotecas de compuestos conocidos, que incluyen productos naturales
o productos quimicos sintéticos y materiales biolégicamente activos que incluyen proteinas para compuestos que
alteran la unién a sustrato o la actividad enzimatica.

12. Medios legibles por ordenador

[0255] Se entiende que los acidos nucleicos y las proteinas desvelados se pueden representar como una secuencia
gue consiste en los nucledtidos de aminoacidos. Existen diversos modos de presentar estas secuencias, por
ejemplo, el nucledtido guanosina se puede representar mediante G o g. Asimismo, el aminoéacido valina se puede
representar mediante Val o V. Los expertos en la materia entienden cémo presentar y expresar cualquier secuencia
de acido nucleico o de proteina en cualquiera de la diversidad de modos que existen, cada uno de los cuales se
considera desvelado en la presente memoria. En la presente memoria esta contemplada especificamente la
presentaciéon de estas secuencias en medios legibles por ordenador, tales como disquetes, cintas, chips, discos
duros, discos compactos y discos de video u otros medios legibles por ordenador disponibles en el mercado.
También estan desveladas las representaciones de codigo binario de las secuencias desveladas. Los expertos en la
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materia entenderan los medios legibles por ordenador. Asi, medios legibles por ordenador en los que se graban,
almacenan o guardan las secuencias de acido nucleico o de proteina.

[0256] Estan desvelados medios legibles por ordenador que comprenden las secuencias e informacion con respecto
a las secuencias expuestas en la presente memoria. También estan desvelados medios legibles por ordenador que
comprenden las secuencias e informacion con respecto a las secuencias expuestas.

C. Procedimientos
1. Administracion

[0257] Una composicion desvelada en la presente memoria se puede administrar de varios modos dependiendo de
si se desea el tratamiento local o sistémico y del area a tratar. Por ejemplo, las composiciones se pueden administrar
por via oral, por via parenteral (por ejemplo, inyeccién intravenosa, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular),
mediante inhalacion, por via extracorporal, por via tépica (incluyendo por via transdérmica, por via oftalmica, por via
vaginal, por via rectal y por via intranasal) o similares.

[0258] Como se usa en la presente memoria, “administracion intranasal topica” significa suministrar las
composiciones a la nariz y las fosas nasales a través de uno o ambos orificios nasales y puede comprender el
suministro mediante un mecanismo de pulverizacion o mecanismo de gotas o a través de aerosolizacion del acido
nucleico o vector. La administracion de las composiciones mediante inhalador puede ser a través de la nariz o boca
mediante suministro mediante un mecanismo de pulverizacion o gotas. El suministro puede ser también
directamente a cualquier area del sistema respiratorio (por ejemplo, pulmones) mediante intubacion.

[0259] La administracion parenteral de la composicion, si se usa, esta caracterizada generalmente por inyeccion. Se
pueden preparar inyectables en formas convencionales, como soluciones o suspensiones liquidas, formas solidas
adecuadas para solucion de suspension en liquido antes de la inyeccibn o como emulsiones. Una estrategia
revisada mas recientemente para la administracion parenteral implica el uso de un sistema de liberacion lenta o
liberacion sostenida tal que se mantenga una dosificacién constante. Véase, por ejemplo, la patente de Estados
Unidos N° 3.610.795 que se incorpora en la presente memoria como referencia.

[0260] La cantidad exacta de las composiciones requeridas variard de sujeto a sujeto, dependiendo de la especie,
edad, peso y estado general del sujeto, la gravedad del trastorno alérgico que se esta tratando, del acido nucleico o
vector particular usado, su modo de administracién y similares. Asi, no es posible especificar una cantidad exacta
para cada composicién. Sin embargo, se puede determinar una cantidad apropiada por un experto habitual en la
materia usando solamente experimentacion rutinaria dadas las ensefianzas de la presente memoria. Asi, se pueden
determinar empiricamente dosificaciones eficaces y programas para la administracion de las composiciones y la
realizacién de tales determinaciones pertenece al conocimiento de la técnica. Los intervalos de dosificacion para la
administracion de las composiciones son los que son suficientemente grandes para producir el efecto deseado en el
gue estan afectados los trastornos de sintomas. La dosificacion no debe ser tan grande que cause efectos
secundarios adversos, tales como reacciones cruzadas indeseadas, reacciones anafilacticas y similares.
Generalmente, la dosificacion varia con la edad, estado, sexo y alcance de la enfermedad en el paciente, via de
administracion o si estan incluidos otros farmacos en el régimen y se puede determinar mediante el experto en la
materia. La dosificacion se puede ajustar mediante el médico individual en el caso de cualquier contraindicacion. La
dosificaciéon puede variar y puede administrarse en una o mas administraciones de dosis diarias, durante uno o
varios dias. Se puede encontrar una guia en la bibliografia para dosificaciones apropiadas para clases dadas de
productos farmacéuticos.

[0261] Por ejemplo, una dosificacion diaria tipica de la composiciéon desvelada usada en solitario puede variar de
aproximadamente 1 ug/kg hasta 100 mg/kg de peso corporal o mas por dia dependiendo de los factores que se han
mencionado anteriormente.

[0262] Después de la administracion de una composicién desvelada para tratar, inhibir o prevenir el cancer de
préstata o PIN, la eficacia del producto terapéutico se puede evaluar de varias maneras bien conocidas por el
facultativo experto. Por ejemplo, el experto habitual en la materia entenderd que una composicion desvelada en la
presente memoria es eficaz al tratar o inhibir cancer de prostata en un sujeto observando que la composicion reduce
el antigeno PSA o evita un aumento adicional en el tamafio del tumor de préstata. El antigeno de PSA se puede
medir mediante procedimientos que se conocen en la técnica, por ejemplo, usando ensayos de anticuerpos para
detectar la presencia de proteina de PSA en una muestra (por ejemplo, pero sin limitacién, sangre) de un sujeto o
paciente o midiendo el nivel de PSA circulante en el paciente.

[0263] Las composiciones que inhiben las interacciones desveladas en la presente memoria se pueden administrar

profilacticamente a pacientes 0 sujetos que estan en riesgo de cancer de prostata o que se han diagnosticado
recientemente de PIN o cancer de prostata.
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[0264] Otras moléculas que interaccionan con PSA o DEFB1 para inhibir las interacciones que no tienen una funcién
farmacéutica especifica pero que se pueden usar para rastrear los cambios dentro de cromosomas celulares o para
el suministro de herramientas de diagnostico por ejemplo se pueden suministrar de formas similares a las que se
han descrito para los productos farmacéuticos.

2. Preparacion

[0265] Las composiciones desveladas en la presente memoria y las composiciones necesarias para realizar los
procedimientos desvelados se pueden preparar usando cualquier procedimiento conocido por los expertos en la
materia para ese reactivo o compuesto particular a menos que se indique especificamente de otro modo.

i. Sintesis de acido nucleico

[0266] Por ejemplo, los &cidos nucleicos tales como los oligonucleétidos a usar como cebadores se pueden preparar
usando procedimientos de sintesis quimica convencionales o se pueden producir usando procedimientos
enzimaticos o cualquier otro procedimiento conocido. Tales procedimientos pueden variar de una digestion
enzimética convencional seguida de aislamiento de fragmentos de nucleétidos (véase, por ejemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Edicion (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1989) capitulos 5, 6) a procedimientos puramente sintéticos, por ejemplo, mediante el procedimiento de cianoetil
fosforamidita usando un sistema Milligen o Beckman 1Plus DNA synthesizer (por ejemplo, sintetizador automatizado
modelo 8700 de Milligen-Biosearch, Burlington, MA o modelo ABI 380B). También estadn descritos procedimientos
sintéticos Utiles para preparar oligonucledtidos por lkuta et al., Ann. Rev. Biochem. 53:323-356 (1984),
(procedimientos de fosfotriéster y fosfito-triéster) y Narang et al., Methods Enzymol., 65:610-620 (1980),
(procedimiento de fosfotriéster). Se pueden preparar moléculas de &cido nucleico de proteinas usando
procedimientos conocidos tales como los descritos por Nielsen et al., Bioconjug. Chem. 5:3-7 (1994).

Il. Sintesis de péptidos

[0267] Un procedimiento de produccion de las proteinas desveladas, tales como la SEC ID N°: 23, es unir dos 0 méas
péptidos o polipéptidos entre si mediante técnicas de quimica de proteinas. Por ejemplo, los péptidos o polipéptidos
se pueden sintetizar quimicamente usando equipamiento de laboratorio disponible actualmente usando quimica de
Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonilo) o Boc (terc-butiloxicarbonoil). (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA). El
experto en la materia puede entender de forma sencilla que se puede sintetizar un péptido o polipéptido
correspondiente a las proteinas desveladas, por ejemplo, mediante reacciones quimicas convencionales. Por
ejemplo, un péptido o polipéptido se puede sintetizar y no escindirse de su resina de sintesis mientras que el otro
fragmento de un péptido o proteina se puede sintetizar y escindirse posteriormente de la resina, exponiendo de este
modo un grupo terminal que estd bloqueado funcionalmente en el otro fragmento. Mediante reacciones de
condensacion de péptidos, estos dos fragmentos se pueden unir covalentemente mediante un enlace peptidico en
sus extremos carboxilo y amino, respectivamente, para formar un anticuerpo o fragmentan del mismo. (Grant GA
(1992) Synthetic Peptides: A User Guide. W.H. Freeman and Co., N.Y. (1992); Bodansky M y Trost B., Ed. (1993)
Principles of Peptide Synthesis. Springer-Verlag Inc., NY (que se incorpora en la presente memoria como referencia
al menos para el material relacionado con la sintesis de péptidos). Como alternativa, el péptido o polipéptido se
sintetiza independientemente in vivo como se describe en la presente memoria. Una vez aislados, estos péptidos o
polipéptidos independientes pueden unirse para formar un péptido o fragmento del mismo mediante reacciones de
condensacion de péptidos similares.

[0268] Por ejemplo, la ligacién enzimatica de segmentos peptidicos clonados o sintéticos permite que fragmentos
peptidicos relativamente cortos se unan para producir fragmentos peptidicos de mayor tamafio, polipéptidos o
dominios proteicos completos (Abrahmsen L et al., Biochemistry, 30:4151 (1991)). Como alternativa, la ligacion
guimica nativa de péptidos sintéticos se puede utilizar para construir sintéticamente grandes péptidos o polipéptidos
a partir de fragmentos peptidicos mas cortos. Este procedimiento consiste en una reaccioén quimica de dos etapas
(Dawson et al. Synthesis of Proteins by Native Chemical Ligation. Science 266:776-779 (1994)). La primera etapa es
la reaccion quimioselectiva de un péptido-tioéster sintético desprotegido con otro segmento peptidico desprotegido
que contiene un resto Cys amino terminal para dar un intermedio ligado a tioéster como el producto covalente inicial.
Sin un cambio en las condiciones de reaccion, este intermedio se somete a reaccién espontanea intramolecular
rapida para formar un enlace peptidico nativo en el sitio de ligacion (Baggiolini M et al (1992) FEBS Lett. 307:97-101;
Clark-Lewis | et al., J.Biol.Chem., 269:16075 (1994); Clark-Lewis | et al., Biochemistry, 30:3128 (1991); Rajarathnam
K et al., Biochemistry 33:6623-30 (1994)).

[0269] Como alternativa, los segmentos peptidicos desprotegidos se une quimicamente donde el enlace formado
entre los segmentos peptidicos como resultado de la ligacion quimica es un enlace no natural (no peptidico)
(Schnolzer, M et al. Science, 256:221 (1992)). Esta técnica se ha usado para sintetizar andlogos de dominios
proteicos asi como grandes cantidades de proteinas relativamente puras con actividad biolégica completa (deLisle
Milton RC et al., Techniques in Protein Chemistry IV. Academia Press, Nueva York, pags. 257-267 (1992)).
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D. Definiciones

[0270] A menos que se indique de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
memoria tienen los mismos significados como lo que se entiende cominmente por el experto en la materia a la que
pertenecen el procedimiento y las composiciones desveladas. Aunque se pueden usar cualquier procedimiento y
materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria en la practica o ensayo del presente
procedimiento y las composiciones, los procedimientos, dispositivos y materiales particularmente Gtiles son como se
describe. Las publicaciones citadas en la presente memoria y el material para el que se citan se incorporan de este
modo especificamente como referencia. Nada en la presente memoria se tiene que considerar una admision de que
la presente invencién no tiene derecho a ser anterior a tal divulgacion mediante la invencion anterior. No se realiza
admision de que ninguna referencia constituya técnica anterior. La discusion de referencias indica lo que afirman sus
autores y los solicitantes se reservan el derecho de poner en duda la precision y pertinencia de los documentos
citados.

[0271] Se tiene que sefialar que como se usa en la presente memoria y las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares “un”, “una”, “la” y “el” incluyen la referencia plural a menos que el contexto lo indique claramente de otro
modo. Asi, por ejemplo, la referencia a “un péptido” incluye una pluralidad de tales péptidos, la referencia a “el
péptido” es una referencia a uno o mas péptidos y equivalentes del mismo conocidos por el experto en la materia,

etc.

[0272] “Opcional” u “opcionalmente” quiere decir que el acontecimiento, circunstancia o material descrito
posteriormente puede 0 no ocurrir o0 estar presente y que la descripcién incluye casos en los que el acontecimiento,
circunstancia o material ocurre o esta presente y casos en los que no ocurre 0 no esta presente.

[0273] Los intervalos se pueden expresar en la presente memoria como de “aproximadamente” un valor particular
y/o hasta “aproximadamente” otro valor particular. Cuando se expresa tal intervalo, otra realizacién incluye de un
valor particular y/o al otro valor particular. De modo similar, cuando se expresan valores como aproximaciones,
mediante el uso del antecedente “aproximadamente”, se entendera que el valor particular forma otra realizacion. Se
entenderd ademas que los puntos finales de cada uno de los intervalos son significativos en relacion con el otro
punto final e independientemente del otro punto final. Se entiende también que existen varios valores desvelados en
la presente memoria y que cada valor se desvela en la presente memoria también como “aproximadamente” ese
valor particular ademas del propio valor. Por ejemplo, si se desvela el valor “10”, entonces “aproximadamente 10”
también esta desvelado. Se entiende también que cuando se desvela un valor que es “menor de o igual al” el valor,
“mayor de o igual al valor” y posibles intervalos entre los valores también estan desvelados como se entiende de
forma apropiada por el experto. Por ejemplo, si el valor “10” se desvela también se desvela el “menor de o igual a
10” asi como “mayor de o igual a 10”. Se entiende también que a lo largo de la solicitud se proporcionan datos en
varios formatos diferentes, y que estos datos representan puntos finales y puntos de partida e intervalos para
cualquier combinacion de los puntos de datos. Por ejemplo, si un punto de dato “10” particular y un punto de dato 15
particular se desvela, se entiende que mayor de, mayor de o igual a, menor de, menor de o igual a e igual a 10y 15
se consideran asimismo desvelados al igual que entre 10 y 15. Se entiende también que cualquier unidad entre dos
unidades particulares también esta desvelada. Por ejemplo, si se desvelan 10 y 15, entonces también se desvelan
11, 12,13y 14.

[0274] A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones de esta memoria descriptiva, la palabra “comprende” y
variaciones de la palabra, tales como “que comprende” y “comprende” significa “incluye pero sin limitacién” y no tiene
por objeto excluir, por ejemplo, otros aditivos, componentes, integrantes o etapas.

[0275] A lo largo de esta solicitud, se hace referencia a diversas publicaciones. Las divulgaciones de estas
publicaciones en su totalidad se incorporan de este modo como referencia en la presente solicitud para describir
mas completamente el estado de la técnica a la que esto pertenece. Las referencias desveladas estan incorporadas
también individual y especificamente como referencia a la presente memoria para el material contenido en las
mismas que se analiza la frase en la que se basa la referencia.

E. Ejemplos

1. Ejemplo 1: La Defensina beta humana 1 es citotéxica para cancer de prostata de estadio tardio y
desempefia un papel en lainmunidad tumoral de cancer de préstata

Resumen

[0276] Se clon6 DEFB1 en un sistema de expresion inducible para examinar qué efecto tenia sobre células
epiteliales de prostata normales, asi como lineas celulares de cancer de préstata positivas a receptor de andrégenos
(AR") y negativas a receptor de andrégenos (AR"). La induccién de la expresiéon de DEFB1 dio como resultado una
disminucion del crecimiento celular en células AR" DU145 y PC3 pero no tuvo ningln efecto sobre el crecimiento de
las células de cancer de préstata AR™ LNCaP. DEFB1 también causé la induccién rapida de apoptosis mediada por
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caspasa. Los datos presentados en este caso son los primeros en proporcionar pruebas de su papel en la inmunidad
tumoral innata e indica que su pérdida contribuye a la progresion tumoral en cancer de préstata.

Materiales y procedimientos

[0277] Lineas celulares: Las lineas celulares DU145 se cultivaron en medio DMEM, PC3 se cultivaron en medio F12
y LNCaP se cultivaron en medio RPMI (Life Technologies, Inc., Grand Island, NY). El medio de cultivo para las tres
lineas se complementé con suero fetal bovino a 10% (v/v) (Life Technologies). Las células hPrEC se cultivaron en
medio basal de epitelio de préstata (Cambrex Bio Science, Inc., Walkersville, MD). Todas las lineas celulares se
mantuvieron a 37 °C y CO; a 5%.

[0278] Muestras tisulares y microdiseccion con captura de laser: los tejidos de préstata obtenidos de pacientes con
consentimiento que se sometieron a prostatectomia radical se adquirieron a través del banco de tumor del centro de
cancer Hollings de acuerdo con un protocolo aprobado por la comision de revision institucional. Esto incluia
directrices para el procesamiento, seccion, caracterizacion histoldgica, purificacion de ARN y amplificacion por PCR
de muestras. Después del examen patolégico de secciones titulares congeladas, se realizd microdiseccion de
captura de laser (LCM) para garantizar que las muestras titulares ensayadas consistian en poblaciones puras de
células de prostata benignas. Para cada seccion tisular analizada se realiz6 LCM en tres regiones diferentes que
contenian tejido benigno y las células recogidas después se agruparon.

[0279] Clonacién del gen DEFB1: Se gener6 ADNc de DEFB 1 a partir de ARN mediante PCR de transcripcion
inversa. Los cebadores de PCR se disefiaron para contener sitios de restriccion Clal y Kpnl. Los productos de PCR
DEFB1 se digirieron por restriccion con Clal y Kpnl y se ligaron en un vector de clonacion de TA. El vector
TA/DEFBL1 se introdujo después mediante transfeccion en E. coli mediante choque térmico y se seleccionaron y
expandieron clones individuales. Se aislaron los plasmidos mediante Midiprep de ADN de cultivo celular (Qiagen,
Valencia, CA) y se verifico la integridad de secuencia mediante secuenciacion automatizada. El fragmento génico de
DEFB1 se ligé después en el pTRE2 digerido con Clal y Kpnl, que sirvi6 como un vector intermedio para fines de
orientacion. Después, la construccion pTRE2/DEFB1 se digiri6 con Apal y Kpnl para escindir el inserto de DEFB1,
que se ligé en el vector pIND del sistema de expresion inducible con Ecdisona (Invitrogen, Carlsbad, CA) también se
digirio dos veces con Apal y Kpnl. La construccién se introdujo de nuevo mediante transfeccion en E. coli y se
seleccionaron y expandieron clones individuales. Se aislaron los plasmidos y se verificé de nuevo la integridad de
secuencia de pIND/DEFB1 mediante secuenciacion automatizada.

[0280] Transfeccion: Se sembraron células (1 x 106) en placas de Petri de 100 mm y se dejaron crecer durante una
noche. Después, las células se introdujeron mediante co-transfeccion usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA) con 1 pug de plasmido pVgRXR, que expresa el receptor de ecdisona heterodimérico y 1 ug de la
construccion de vector pIND/DEFB1 o vector de control pIND vacio en medio Opti-MEM (Life Technologies, Inc.,
Grand Island, NY).

[0281] Aislamiento de ARN y RT-PCR cuantitativa: Para verificar la expresion de proteina de DEFB 1 en las células
transfectadas con la construccion de DEFB1, se recogio ARN después de un periodo de induccién de 24 horas con
Ponasterona A (Pon A). En resumen, el ARN total se aisl6 usando el sistema de aislamiento de ARN total SV
(Promega, Madison, WI) de aproximadamente 1 x 10° células recogidas mediante tripsinizacion. En este caso, las
células se lisaron y se aisldé el ARN total mediante centrifugacion mediante columnas de centrifugaciéon. Para las
células recogidas mediante LCM, se aislo el ARN total usando el kit de aislamiento de ARN PicoPure (Arcturus
Biosciences, MT. View, CA) siguiendo el protocolo del fabricante. EI ARN total (0,5 pg por reaccién) de ambas
fuentes se transcribi6 de forma inversa en ADNc usando cebadores aleatorios (Promega). Se usé la enzima de
transcriptasa inversa de AMV 1l (500 unidades por reaccion; Promega) para la sintesis de la primera cadena y la
ADN polimerasa de Tfl para la sintesis de la segunda cadena (500 unidades por reaccion; Promega) como por el
protocolo del fabricante. En cada caso, se usaron 50 pg de ADNc para garantizar la reaccion de PCR. Se realizé
QRT-PCR de dos etapas en ADNc generado usando la transcriptasa inversa MultiScribe del sistema de transcripcién
inversa TagMan y la mezcla madre de PCR SYBR Green (Applied Biosystems).

[0282] El primer par para DEFBL1 (Tabla 2) se gener6 a partir de la secuencia de DEFB1 publicada (N° de acceso de
GenBank U50930). Se realizaron cuarenta ciclos de PCR en condiciones convencionales usando una temperatura
de hibridacion de 56 °C. Ademas se amplificé B-actina (Tabla 2) como un gen constitutivo para normalizar el
contenido inicial del ADNc total. Se calcul6 la expresion de DEFB1 como la proporcion de expresion relativa entre
DEFB1 y B-actina y se compar6 en las lineas celulares inducidas y no inducidas para la expresién de DEFB1 asi
como tejido prostatico benigno de LCM. Como un control negativo se realizaron también reacciones de QRT-PCR
sin molde de ADNc. Todas las reacciones se procesaron tres veces por triplicado.

[0283] Ensayo de viabilidad de células de MTT: Para examinar los efectos de DEFB1 sobre el crecimiento celular, se
realizaron ensayos metabdlicos con bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5 difenil tetrazolio (MTT). Se sembraron
células PC3, DU145 y LNCaP introducidas mediante co-transfeccion con el plasmido pVgRXR y la construccién
pIND/DEFB1 o vector pIND vacio en una placa de 96 pocillos con 1-5 x 10° células por pocillo. Veinticuatro horas
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después del sembrado se afiadié6 medio de cultivo fresco que contenia Ponasterona A 10 uM diariamente para
inducir la expresién de DEFB1 durante 24, 48 y 72 horas después de lo cual se realizé el ensayo de MTT de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (Promega). Las reacciones se realizaron tres veces por triplicado.

[0284] Citometria de flujo: Las células PC3 y DU145 introducidas mediante co-transfeccién con el sistema de
expresion de DEFB1 se cultivaron en placas de 60 mm y se indujeron durante 12, 24 y 48 horas con Ponasterona A
10 uM. Después de cada periodo de incubacion, el medio se recogid de las placas (para retener cualquier célula
desprendida) y se combiné con PBS usado para lavar las placas. Las células unidas restantes se recogieron
mediante tripsinizacion y se combinaron con las células desprendidas y PBS. Después, las células se sedimentaron
a 4 °C (500 x g) durante 5 min, se lavaron dos veces en PBS y se resuspendieron en 100u de 1 x tampo6n de union
de Anexina (Hepes 0,1 M/NaOH a pH 7,4, NaCl 1,4 M, CaCl, 25 mM) que contenia 5 pl de Anexina V-FITC y 5 p de
PI. Las células se incubaron a TA durante 15 min en oscuridad, después se diluyeron con 400 pl de tampd6n de unién
de Anexina 1x y se analizaron por FACscan (Becton Dickinson, San José, CA). Todas las reacciones se realizaron
tres veces.

[0285] Andlisis microscopico: Se analizé la morfologia celular mediante microscopia de contraste de fases. Se
sembraron células DU145, PC3 y LNCaP que no contenian vector, plasmido vacio o plasmido de DEFB1 en placas
de cultivo de 6 pocillos (BD Falcon, Estados Unidos). El siguiente dia se indujeron las células que contenian
plasmido durante un periodo de 48 horas con medio que contenia Ponasterona A 10 uM, mientras que las células de
control recibieron medio fresco. Después, las células se visualizaron bajo un microscopio invertido de Zeiss IM 35
(Carl Zeiss, Alemania). Se obtuvieron imagenes de contraste de fase de un campo de células usando la camara
SPOT Insight Mosaic 4.2 (Diagnostic Instruments, Estados Unidos). Las células se examinaron mediante
microscopia de contraste de fases con un aumento de 32X y se almacenaron las imagenes digitales como archivos
TIFF no comprimidos y se exportaron a software Photoshop CS (Adobe Systems, San Jose, CA) para el
procesamiento de imagen y presentacion en copia impresa.

Deteccion de Caspasa

[0286] La deteccion de la actividad de caspasa en las lineas celulares de cancer de prostata se realizé usando el kit
de deteccidn de caspasa de carboxifluoresceina APO LOGIX = (Cell Technology, Mountain View, CA). Las caspasas
activas se detectaron mediante el uso de un inhibidor de FAM-VAD-FMK que se une irreversiblemente a caspasas
activas. En resumen, las células DU145 y PC3 (1,5-3 X 105) que contenian el sistema de expresion de DEFB1 se
sembraron en placas de micropocillos de fondo de vidrio de 35 mm (Matek, Ashland, MA) y se trataron durante 24
horas con medio solamente o con medio que contenia PonA como se ha descrito previamente. A continuacion, 10 pl
de una dilucion de trabajo 30X de fluorometilcetona de péptido marcada con carboxifluoresceina (FAM-VAD-FMK) se
afiadio a 300 pul de medio y se afiadié a cada placa de 35 mm. Después, las células se incubaron durante 1 hora a
37 °C en CO; a 5%. Después, el medio se aspird y las células se lavaron dos veces con 2 ml de un tampé6n de
lavado de dilucion de trabajo 1X. Las células se visualizaron bajo contraste de interferencia diferencial (DIC) o con
excitacion con laser a 488 nm. La sefial fluorescente se analizé usando un microscopio confocal (Zeiss LSM 5
Pascal) y una lente de aceite DIC 63X con un médulo de exploracion con laser Vario 2 RGB.

Analisis estadistico

[0287] Las diferencias estadisticas se evaluaron usando el ensayo t de Student para valores no emparejados. Se
determinaron los valores de P mediante un célculo de dos lados y se considerd estadisticamente significativo un
valor P de menos de 0,05.

Resultados

[0288] Expresion de DEFBL1 en tejido y lineas celulares de préstata: Se midieron los niveles de expresion de DEFB1
mediante QRT-PCR en tejido prostatico benigno y maligno, células epiteliales de préstata hPrEC y células de cancer
de prostata DU145, PC3 y LNCaP. Se detectd expresion de DEFB1 en todas las muestras clinicas benignas. La
cantidad promedio de expresion relativa de DEFB1 fue 0,0073. Ademas, la expresion relativa de DEFB1 en células
hPreC fue 0,0089. No habia diferencia estadistica en la expresion de DEFB1 detectada en las muestras tisulares
prostéticas benignas y hPrEC (Figura 1A). El andlisis de los niveles de expresion relativa de DEFBL1 en las lineas
celulares de cancer de prdstata mostrd niveles significativamente menores en DU145, PC3 y LNCaP. Como un
punto de referencia adicional, se midio la expresion relativa de DEFB1 en la seccion maligna adyacente de tejido
prostatico del paciente N° 1215. No habia ninguna diferencia significativa en el nivel de la expresion de DEFB1
observada en las tres lineas de cancer de prostata en comparacion con el tejido prostatico maligno del paciente N°
1215 (Figura 1B). Ademas, los niveles de expresion en las cuatro muestras fueron préximos a los controles
negativos sin molde que confirmaron de poca a ninguna expresion endogena de DEFB1 (datos no mostrados).
También se realiz6 QRT-PCR en las lineas celulares de cancer de prostata transfectadas con el sistema de
expresion de DEFB1. Después de un periodo de induccion de 24 horas, los niveles de expresion relativa fueron
0,01360 en DU145, 0,01503 en PC3 y 0,138 en LNCaP. Los productos de amplificacion se verificaron mediante
electroforesis en gel.

a7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2390 083 T3

[0289] Se realiz6 QRT-PCR en regiones titulares de LCM que contenian benigno, PIN y cancer. La expresion
relativa de DEFB1 fue 0,0146 en la region benigna en comparacién con 0,0009 en la region maligna (Figura 1C).
Esto representa una disminucién de 94% que demuestra de nuevo una regulacién negativa significativa de la
expresion. Ademas, el analisis de PIN mostr6 que el nivel de expresién de DEFB1 era 0,044 que era una
disminucion de 70%. Comparando la expresion en el paciente N° 1457 con el nivel de expresion promedio
encontrado en las regiones benignas de seis otros pacientes (Figura 1A) mostré6 una proporcion de 1,997 que
representa practicamente dos veces la expresion (Figura 1D). Sin embargo, la proporcion de expresién fue 0,0595
en PIN y fue 0,125 en tejido maligno en comparacion con los niveles de expresion promedio en tejido benigno.

[0290] DEFB1 causa permeabilidad y ondulamiento de membrana celular: La induccién de DEFB1 en las lineas
celulares de cancer de prostata dio como resultado una reduccion significativa en el nimero de células en DU145 y
PC3, pero no tuvo ningun efecto sobre la proliferacion celular en LNCaP (Figura 2). Como un control negativo se
control6 la proliferacién celular en las tres lineas que contenian plasmido vacio. No habia ningdn cambio observable
en la morfologia celular en las células DU145, PC3 o LNCaP después de la adicién de PonA. Ademas, la induccion
de DEFB1 dio como resultado cambios morfolégicos tanto en DU145 como en PC3. En este caso, las células
parecian més redondeadas y mostraban ondulacion de la membrana indicativa de muerte celular. También estaban
presentes cuerpos apoptéticos en ambas lineas.

[0291] La expresién de DEFB1 da como resultado viabilidad celular disminuida: El ensayo de MTT mostré una
reduccion en la viabilidad celular por DEFB1 en células PC3 y DU145, pero ningun efecto significativo en células
LNCaP (Figura 3). Después de 24 horas, la viabilidad celular relativa fue de 72% en DU145 y de 56% en PC3. El
andlisis 48 horas después de la induccion mostré una viabilidad celular de 49% en DU145 y una viabilidad celular de
37% en PC3. Después de 72 horas de expresion de DEFB1 dio como resultado una viabilidad celular relativa de
44% y 29% en las células DU145 y PC3, respectivamente.

[0292] DEFB1 causa apoptosis mediada por caspasa rapida en células de cancer de préstata de estadio tardio: Para
determinar si los efectos de DEFB1 sobre PC3 y DU145 eran citostaticos o citotéxicos se realizd el analisis FACS.
En condiciones de crecimiento normales, mas de 90% de los cultivos de PC3 y de DU145 eran viables y no
apoptéticos (cuadrante izquierdo inferior) y no se tifieron con anexina V o Pl (Figura 4). Después de inducir la
expresion de DEFB1 en células PC3, el nimero de células apoptéticas (cuadrantes derecho inferior y superior)
ascendieron a 10% a las 12 horas, 20% a las 24 horas y 44% a las 48 horas. Para las células DU145, el nimero de
células apoptoticas ascendid a 12% después de 12 horas, 34% a las 24 horas y 59% después de 48 horas de
induccion. No hubo ninglin aumento en la apoptosis observada en células que contenian plasmido vacio después de
la induccién con PonA (datos no mostrados).

[0293] Se determiné la actividad de caspasa mediante andlisis microscopico con laser confocal (Figura 5). Las
células DU145 y PC3 se indujeron para la expresion de DEFB1 y se controld la actividad basandose en la union de
FAM-VAD-FMK fluorescente verde a caspasas en células que se estaban sometiendo activamente a apoptosis. El
andlisis de células bajo DIC mostro la presencia de células DU145 (A), PC3 (E) y LNCaP (I) de control viables a las 0
horas. La excitacion con el laser confocal a 488 nm no produjo tincion verde detectable lo que indica ninguna
actividad de caspasa en DU145 (B), PC3 (F) o LNCaP (J). Después de la induccién durante 24 horas, las células
DU145 (C), PC3 (G) y LNCaP (K) eran de nuevo visibles bajo DIC. El andlisis confocal con fluorescencia mostro
tincién verde en células DU145 (D) y PC3 (H) indicando actividad de caspasa. Sin embargo, no hubo ninguna tincién
verde en LNCaP (L), indicando que no habia ninguna induccién de apoptosis por DEFBL1.

Conclusién

[0294] Para ensayar su papel funcional, el gen de DEFB1 se cloné en el sistema de expresion inducible con
ecdisona y su efecto sobre las células de cancer de prostata se examind. Los presentes datos demuestran la
actividad citotoxica de DEFB1 contra células de cancer de prostata resistentes a hormonas negativas a receptor de
androgenos de estadio tardio. En conclusion, este estudio proporciona el papel funcional de DEFB1 en cancer de
préstata. Ademas, estos hallazgos muestran que DEFB1 es parte de un sistema inmune innato implicado en la
inmunidad tumoral. Los datos presentados en este caso demuestran que DEFB1 expresado a niveles fisioldgicos es
citotéxico para células de cancer de prostata resistentes a hormonas AR’, pero no para células de cancer de préstata
sensibles a hormonas AR’ ni para células epiteliales de préstata normales. Dado que DEFB1 se expresa
constitutivamente en células de préstata normales sin citotoxicidad, puede ser que las células de cancer de préstata
AR de estadio tardio posean distintas caracteristicas fenotipicas que hace que las mismas sean sensibles a
citotoxicidad de DEFB1. Asi, DEFB1 es un agente terapéutico viable para el tratamiento de cancer de prostata de
estadio tardio.
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2. Ejemplo 2: La anulacién mediada por ARNip de la expresién de PAX2 da como resultado muerte celular de
cancer de préstata independiente del estado de p53

Resumen

[0295] Este ejemplo examina los efectos de la inhibicion de la expresion de PAX2 mediante interferencia de ARN en
células de cancer de préstata que difieren el estado del gen p53. Estos resultados demuestran que la inhibicién de
PAX2 da como resultado muerte celular independientemente del estado de p53, indicando que existen genes
supresores tumorales adicionales o rutas de muerte celular inhibidas por PAX2 en cancer de prostata.

Materiales y procedimientos

[0296] Lineas celulares: Las lineas celulares PC3, DU145 y LNCaP se obtuvieron de la Coleccién Americana de
Cultivos Tipo (Rockville, MD, Estados Unidos). Se cultivaron células PC3 en medio F-12, DU145 en DMEM y LNCaP
en RPMI todos complementados con suero fetal bovino a 10% (v/v). Las células se mantuvieron a 37 °C en CO; a
5%.

[0297] Silenciamiento de ARNip de PAX2: Para conseguir el silenciamiento génico eficaz, se sintetizdé un grupo de
cuatro ribonucledtidos interferentes cortos (ARNip) complementarios dirigidos a ARNm de PAX2 humano (N° de
acceso NM_003989.1) (Dharmacon Research, Lafayette, CO, Estados Unidos). Se us6 un segundo grupo para
cuatro ARNip como un control interno para ensayar la especificidad de ARNip de PAX2. Dos de las secuencias
sintetizadas se dirigen al ARNm de luciferasa GL2 (N° de acceso X65324) y dos no eran especificas de secuencia
(Tabla 3). Para la hibridacion de ARNip se incubaron 35 M de cadenas sencillas en tampon de hibridacion (acetato
de potasio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM a pH 7,4, acetato de magnesio 2 mM) durante 1 minuto a 90 °C seguido de
1 hora de incubacién a 37 °C.

[0298] Andlisis de Western: En resumen, las células se recogieron mediante tripsinizacion y se lavaron dos veces
con PBS. El tampdn de lisis se prepard de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Sigma) y después se afiadid
a las células. Después de un periodo de incubacion de 15 minutos a 4 °C en un agitador orbital, después se recogid
el lisado celular y se centrifugd durante 10 minutos a 12000xg para sedimentar los restos celulares. Después el
sobrenadante que contenia proteinas se recogi6 y cuantific. A continuacion, 25 ug de extracto de proteinas se
cargaron en un SDS-PAGE de gradiente 8-16% (Novex). Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron
a membranas de PVDF y después se bloquearon con leche en polvo desnatada a 5% en TTBS (Tween 20 a 0,05%
y Tris-Cl 100 mM) durante 1 hora. Después, las transferencias se sondaron con anticuerpo primario de conejo anti-
PAX2 (Zymed, San Francisco, CA) a una dilucién 1:2000. Después del lavado, las membranas se incubaron con
anticuerpo anti-conejo conjugado con peroxidasa de rabano rusticano (HRP) (dilucién 1:5000; Sigma) y se visualiz6
la sefial de deteccion usando reactivos de quimioluminiscencia (Pierce) en un Alpha Innotech Fluorchem 8900.
Como un control, las transferencias se separaron y resondaron con un anticuerpo primario de raton anti--actina
(1:5000; Sigma-Aldrich) y anticuerpo secundario anti-raton conjugado con HRP (1:5000; Sigma-Aldrich) y se
visualizo de nuevo la sefial de deteccion.

[0299] Microscopia de contraste de fase: El efecto de la anulacion de PAX2 en el crecimiento celular se analiza
mediante microscopia de contraste de fases. En este caso se sembraron 1-2 x 10* células en placas de cultivo de 6
pocillos (BD Falcon, Estados Unidos). Al dia siguiente, las células se trataron solamente con medio, ARNip no
especifico de control negativo o ARNip de PAX2 y se dejaron incubar durante seis dias. Después, las células se
visualizaron bajo un microscopio invertido Zeiss IM 35 (Carl Zeiss, Alemania) con un aumento de 32X. Se obtuvieron
imagenes de contraste de fase de un campo de células usando la camara SPOT Insight Mosaic 4.2 (Diagnostic
Instruments, Estados Unidos).

[0300] Ensayo de citotoxicidad de MTT: Se transfectaron células DU145, PC3 y LNCaP (1 x 10°) con 0,5 pg del
grupo de ARNip de PAX2 o grupo de ARNip de control usando el reactivo de transfeccion de Codebreaker de
acuerdo con el protocolo del fabricante (Promega). A continuacién, las suspensiones celulares se diluyeron y
sembraron en una placa de 96 pocillos con 1-5 x 10° células por pocillo y se dejaron crecer durante 2, 4 6 6 dias.
Después del cultivo se determiné la viabilidad celular midiendo la conversion de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-
2,5 difenil tetrazolio, MTT (Promega) a un producto de formazan coloreado. La absorbancia se leyé a 540 nm en un
espectrofotometro multipocillo de exploracién.

[0301] Deteccion de Pan-caspasa: La deteccion de la actividad de caspasa en lineas celulares de cancer de préstata
se realiz6 usando el kit de deteccion de caspasa de carboxifluoresceina APO LoGIX™ (Cell Technology, Mountain
View, CA). Las caspasas activas se detectaron mediante el uso de un inhibidor de FAM-VAD-FMK que se une
irreversiblemente a caspasas activas. En resumen, se sembraron células (1-2 X 104) en placas de micropocillos de
fondo de vidrio de 35 mm (Matek, Ashland, MA) y se trataron solamente con medio o ARNip de PAX2 como se ha
descrito previamente. A continuacion, se afadieron 10 ul de una dilucién de trabajo 30X de fluorometil cetona de
péptido marcada con carboxifluoresceina (FAM-VAD-FMK) a 300 ul de medio y se afiadié a cada placa de 35 mm.
Después, las células se incubaron durante 1 hora a 37 °C con CO; a 5%. Después, el medio se aspird y las células
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se lavaron dos veces con 2 ml de un tampén de lavado de dilucién de trabajo 1X. Las células se visualizaron con
contraste de interferencia diferencial (DIC) o con excitacion con laser a 488 nm. La sefial fluorescente se analizd
usando un microscopio confocal (Zeiss LSM 5 Pascal) y una lente de aceite DIC 63X con un médulo de exploracion
con laser Vario 2 RGB.

[0302] RT-PCR en tiempo real cuantitativa: Se realiz6 RT-PCR en tiempo real cuantitativa para verificar la expresion
génica después del tratamiento con ARNip de PAX2 en lineas celulares PC3, DU145 y LNCaP. El ARN total se aisl6
usando el sistema de aislamiento de ARN total SV (Promega). En resumen, aproximadamente 1 x 10° células se
recogieron mediante tripsinizacion y se enjuagaron en PBS. Después, las células se lisaron y se aisl6 el ARN total
mediante centrifugacion a través de columnas de centrifugacion. EI ARN total (0,5 pg por reaccion) se sometié a
transcripcion inversa en ADNc utilizando el cebador Oligo (dT) 15 (Promega) y la enzima transcriptasa inversa AMV
Il (500 unidades por reaccion; Promega) para la sintesis de la primera cadena y ADN polimerasa de Tfl para la
sintesis de la segunda cadena (500 unidades por reaccion; Promega) como por el protocolo del fabricante, con
muestras de control idénticas tratadas sin enzima de RT. Tipicamente, 50 pg de cada ADNc se usé para garantizar
la reaccion de PCR. Se realiz6 QRT-PCR de dos etapas en ADNc generado usando la transcriptasa inversa
MultiScribe del sistema de transcripcion inversa TagMan y la mezcla madre de PCR SYBR Green (PE Biosystems).
Los pares de cebador para BAX, BID y BAD se generaron a partir de las secuencias publicadas (Tabla 3). Se
realizaron reacciones en la placa de reaccion de 96 pocillos 6ptica MicroAmp (PE Biosystems). Se realizaron
cuarenta ciclos de PCR en condiciones convencionales usando una temperatura de hibridaciéon de 60 °C. La
cuantificacion se determind mediante el nimero de ciclos en los cuales comenzd la amplificacion exponencial (valor
umbral) y se promedio a partir de los valores obtenidos de las repeticiones por triplicado. Habia una relacion inversa
entre el nivel de mensaje y el valor umbral. Ademas, se us6 GAPDH como un gen constitutivo para normalizar el
contenido inicial del ADNc total. Se calcul6 la expresién génica como la proporcion de expresion relativa entre los
genes pro-apoptoticos y GAPDH. Todas las reacciones se realizaron por triplicado.

Resultados

[0303] Inhibicion de ARNip de la proteina PAX2: Para confirmar que el ARNip se dirigié de forma eficaz al ARNm de
PAX2, se realizé andlisis de Western para controlar los niveles de expresion de la proteina PAX2 a lo largo de un
periodo de tratamiento de seis dias. Las células se pasaron por una Unica ronda de transfeccion con el grupo de
ARNip de PAX2. Los resultados confirmaron el direccionamiento especifico de ARNm de PAX2 mostrando la
anulacion de la proteina PAX2 el dia cuatro en DU145 (Figura 6a) y el dia seis en PC3 (Figura 6b).

[0304] La anulacién de PAX2 inhibe el crecimiento de células de cancer de prostata: Las células se analizaron
después de un periodo de tratamiento de seis dias solamente con medio, ARNip no especifico de control negativo o
ARNip de PAX2 (Figura 7). Las células DU145 (a), PC3 (d) y LNCaP (g) alcanzaron todas al menos 90% de
confluencia en las placas de cultivo que contenian solamente medio. El tratamiento de DU145 (b), PC3 (e) LNCaP
(h) con ARNip no especifico de control negativo no tuvo efecto sobre el crecimiento celular y las células alcanzaron
de nuevo la confluencia después de seis dias. Sin embargo, el tratamiento con ARNip de PAX2 dio como resultado
una disminucion significativa en el namero celular. Las células DU145 eran aproximadamente confluentes a 15% (c)
y las células PC3 eran confluentes solamente a 10% (f). Las células LNCaP eran confluentes a 5% después del
tratamiento con ARNip.

[0305] Ensayos de citotoxicidad: La viabilidad celular se midi6 después de tiempos de exposicion de dos, cuatro y
seis dias y se expresa como una proporcion de la absorbancia de 570-630 nm de células tratadas dividido por la de
células de control no tratadas (Figura 8). La viabilidad celular relativa después de 2 dias de tratamiento fue de 77%
en LNCaP, 82% en DU145 y 78% en PC3. Después de cuatro dias, la viabilidad celular relativa era de 46% en
LNCaP, de 53% en DU145 y de 63% en PC3. Después de seis dias de tratamiento, la viabilidad celular relativa
disminuyé a 31% en LNCaP, a 37% en PC3 y fue de 53% en DU145. Como controles negativos, la viabilidad celular
se midi6 después de un periodo de tratamiento de seis dias con ARNip no especifico de control negativo o reactivo
de transfeccion en solitario. Para ambas condiciones no hubo ningin cambio estadisticamente significativo en la
viabilidad celular en comparacion con el medio de cultivo normal.

[0306] Deteccion de Pan-caspasa: La actividad de caspasa se detectd mediante andlisis microscopico con laser
confocal. Las células DU145, PC3 y LNCaP se trataron con ARNip de PAX2 y la actividad se controlé basandose en
la unién de péptido unido a FAM a caspasas en células que se estaban sometiendo activamente a apoptosis que
emiten fluorescencia verde. El analisis de células solamente con medio bajo DIC muestra la presencia de células
viables DU145 (A), PC3 (E) y LNCaP (I) a las 0 horas (Figura 9). La excitacion con el laser confocal a 488 nm no
produjo tincién verde detectable, lo que indica que no habia actividad caspasa en DU145 (B), PC3 (F) o LNCaP (J)
no tratadas. Después de cuatro dias de tratamiento con ARNip de PAX2, las células DU145 (C), PC3 (G) y LNCaP
(K) de nuevo eran visibles bajo DIC. Bajo fluorescencia, las células tratadas DU145 (D), PC3 (H) y LNCaP (L)
presentaron tincién verde indicando actividad de caspasa.

Efecto de la inhibicion de PAX2 sobre factores pro-apoptéticos
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[0307] Las células DU145, PC3 y LNCaP se trataron con ARNip contra PAX2 durante seis dias y la expresion de los
genes pro-apoptéticos dependientes e independientes de la regulacién de la transcripcién de p53 se midié para
controlar las rutas de muerte celular. Para BAX habia un aumento de 1,81 veces en LNCaP, un aumento de 2,73
veces en DU145 y un aumento de 1,87 veces en PC3 (Figura 10a). Los niveles de expresion de BID aumentaron
1,38 veces en LNCaP y 1,77 veces en DU145 (Figura 10b). Sin embargo, los niveles de expresion de BID
disminuyeron 1,44 veces en PC3 después del tratamiento (Figura 10c). El analisis de BAD mostr6 un aumento de
2,0 veces en la expresiéon de LNCaP, un aumento de 1,38 veces en DU145 y un aumento de 1,58 veces en PC3.

Conclusién

[0308] A pesar de los avances significativos en la terapia del cancer existe todavia poco progreso en el tratamiento
de enfermedad avanzada. El tratamiento farmacolédgico exitoso del cancer de prostata requiere el uso de productos
terapéuticos con efectos especificos sobre células diana mientras que se mantengan efectos clinicos minimos en el
hospedador. El objetivo de la terapia del cancer es activar la muerte celular selectiva de tumor. Por lo tanto, la
comprensiéon de los mecanismos en tal muerte es critica en la determinacion de la eficacia de un tratamiento
especifico.

[0309] La dependencia de la supervivencia de células de cancer de prostata de la expresion de PAX2 se muestra en
esta memoria. Para distinguir entre la muerte observada en la linea celular que expresa p53 LNCaP, la linea mutada
en p53 DU145 y la linea anulada de p53 PC3 se examinaron los acontecimientos cadena abajo que siguen a la
activacion de p53 como resultado de la anulacion de PAX2. Se detectd actividad de caspasa en las tres lineas
indicando el inicio de la muerte celular programada. Con esto, se examinaron los cambios en la expresion de los
genes pro-apoptoticos. En este caso, la expresion de BAX estaba regulada positivamente en las tres lineas celulares
independientes del estado de p53. La expresion del factor pro-apoptético BAD estaba aumentada en las tres lineas
después de la inhibicion de PAX2. Después del tratamiento con ARNip de PAX2, la expresién de BID estaba
aumentada en LNCaP y DU145, pero realmente disminuida en PC3. Esto indica que la muerte celular observada en
cancer de prostata estd influida pero no depende de la expresion de p53. El inicio de la apoptosis en células de
cancer de préstata a través de diferentes rutas de muerte celular independientemente del estado de p53 indica que
PAX2 inhibe otros supresores tumorales.

3. Ejemplo 3: Inhibicién del oncogén de PAX2 da como resultado la muerte mediada por DEFB1 de células de
cancer de prostata

Resumen

[0310] La identificacion de moléculas especificas de tumor que sirven como dianas para el desarrollo de nuevos
farmacos para el cancer se considera un objetivo importante en la investigacién del cancer. El Ejemplo | demuestra
gue existe una alta frecuencia de pérdida de expresién de DEFB1 en céncer de préstata y que la induccién de la
expresion de DEFB1 da como resultado apoptosis rapida en cancer de prdstata de estadio negativo a receptor de
androgenos. Estos datos muestran que DEFB1 desempefia un papel en la supresién de tumor de prostata. Ademas,
dado que es un componente de origen natural del sistema inmune del epitelio de prostata normal, se espera que
DEFB1 sea un agente terapéutico viable con pocos a ningun efecto secundario. El Ejemplo Il demuestra que la
inhibicion de la expresion de PAX2 da como resultado muerte de célula de cancer de prostata independiente de p53.
Estos datos indican que existe un factor pro-apoptético adicional o supresor tumoral que esta inhibido por PAX2.
Ademas, los datos muestran que el factor oncogénico PAX2, que esta sobreexpresado en cancer de préstata, es un
represor transcripcional de DEFBL. El fin de este estudio es determinar si la pérdida de expresion de DEFB1 se debe
a expresién aberrante del oncogén PAX2 y si la inhibiciébn de PAX2 da como resultado muerte celular mediada por
DEFB1.

[0311] Los datos muestran que la pérdida de la expresion de DEFBL tiene lugar al nivel de la transcripcion. Ademas,
el analisis computacional del promotor de DEFB1 mostré la presencia de un sitio de unién a ADN GTTCC para el
represor transcripcional PAX2 cerca de la caja TATA de DEFB1 (Figura 1). Los resultados presentados en la
presente memoria muestran que PAX2 y DEFB1 muestran varios atributos de dianas de céncer adecuadas,
incluyendo un papel en la supresion de muerte celular. Por lo tanto, DEFB1 desempefia un papel en la inmunidad
tumoral y su expresion estd modulada mediante la regulacion negativa terapéutica del oncogén de PAX2.

Materiales y procedimientos

[0312] Aislamiento de ARN y RT-PCR cuantitativa: Para verificar cambios en los niveles de expresién de DEFB1 se
recogio ARN después de 4 dias de tratamiento con ARNip de PAX2. En resumen, el ARN total se aisl6 usando el
sistema de aislamiento de ARN total SV (Promega, Madison, WI) de aproximadamente 1 x 10° células recogidas
mediante tripsinizacidn. En este caso, las células se lisaron y se aislé el ARN total mediante centrifugacién a través
de columnas de centrifugacion. EI ARN total (0,5 pug por reaccién) de ambas fuentes se sometié a transcripcion
inversa hasta ADNc usando cebadores aleatorios (Promega). Se usé la enzima transcriptasa inversa de AMV Il (500
unidades por reaccion; Promega) para la sintesis de la primera cadena y ADN polimerasa de Tfl para la sintesis de
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la segunda cadena (500 unidades por reaccion; Promega) como por el protocolo del fabricante. En cada caso se usé
50 pg de ADNc para garantizar la reaccién de PCR. Se realiza QRT-PCR de dos etapas en ADNc generado usando
la transcriptasa inversa MultiScribe del sistema de transcripcién inversa TagMan y la mezcla madre de PCR SYBR
Green (Applied Biosystems).

[0313] El par de cebadores para DEFB1 se generd a partir de la secuencia publicada de DEFB1 (acceso N°
U50930). Se realizaron cuarenta ciclos de PCR en condiciones convencionales usando una temperatura de
hibridacion de 56 °C. Ademas, GAPDH se amplific6 como un gen constitutivo para normalizar el contenido inicial de
ADNCc total. La expresion de DEFB1 se calculé como la proporcién de expresion relativa entre DEFB1 y GAPDH y se
compar6 en lineas celulares antes y después de la anulacién de ARNip de la expresion de PAX2. Todas las
reacciones se realizaron tres veces por triplicado.

[0314] Generacién de la construccion indicadora de DEFB1: Se us6 el plasmido indicador de luciferasa pGL3 para
controlar la actividad indicadora de DEFB1. En este caso, una region 160 bases cadena arriba del sitio de inicio de la
transcripcion de DEFBL1 incluia la caja TATA de DEFB1. La region incluia también la secuencia GTTCC que es
necesaria para la union de PAX2. Los cebadores de PCR se disefiaron para contener sitios de restriccion Kpnl 'y
Nhel. Los productos de PCR de promotor de DEFBL1 se digirieron por restriccion con Kpnly Nhely se ligaron en un
plasmido pGL3 digerido por restriccion de forma similar (Figura 2). Las construcciones se introdujeron mediante
transfeccién en E. coli y se seleccionaron y expandieron clones individuales. Los plasmidos se aislaron y se verifico
la integridad de secuencia de la construccion de DEFB1/pGL3 mediante secuenciacion automatizada.

[0315] Ensayo indicador de luciferasa: En este caso, 1 pg de la construccion indicadora de DEFB1 o el plasmido
pGL3 de control se introdujo mediante transfeccién en 1 x 10° células DU145. A continuacién, 0,5 x 10° células se
sembraron en cada pocillo de una placa de 96 pocillos y se dejaron crecer durante una noche. Después se afiadié
medio fresco que contenia ARNip de PAX2 o solamente medio y las células se incubaron durante 48 horas. Se
detecto luciferasa mediante el kit BrightGlo de acuerdo con el protocolo del fabricante (Promega) y las placas se
leyeron en un lumindmetro de 96 pocillos automatizado Veritas. La actividad del promotor se expresé como
luminiscencia relativa.

[0316] Andlisis de permeabilidad de membrana: Se realiz6 tincién dual con naranja acridina (AO)/bromuro de etidio
(EtBr) para identificar cambios en la integridad de la membrana celular, asi como células apoptéticas mediante
tincion de la cromatina condensada. AO tifie células viables asi como células apoptoticas tempranas, mientras que
EtBr tifie células apoptdticas de estadio tardio que han perdido la permeabilidad de membrana. En resumen, las
células se sembraron en 2 porta-objetos de cultivo de camara (BD Falcon, Estados Unidos). Las células
transfectadas con plasmido pIND vacio/pvgRXR o pIND DEFB1/pvgRXR se indujeron durante 24 6 48 h con medio
que contenia Ponasterona A 10 uM. A las células de control se proporcion6 medio fresco a las 24 y 48 horas. Para
determinar el efecto de la inhibicion de PAX2 sobre la integridad de membrana, se trataron porta-objetos de cultivo
separados que contenian DU145, PC3 y LNCaP con ARNip de PAX2 y se incubaron durante 4 dias. Después de
esto, las células se lavaron una vez con PBS y se tifieron con 2 ml de una mezcla (1:1) de solucién de AO (Sigma,
Estados Unidos) y EtBr (Promega, Estados Unidos) (5 pg/ml) durante 5 min. Después de la tincion, las células se
lavaron de nuevo con PBS. La fluorescencia se visualizé por un microscopio confocal de exploracion de laser Zeiss
LSM 5 Pascal Vario 2 (Carl Zeiss Jena, Alemania). La rueda de color de excitacion contenia bloques de filtro BS505-
530 (verde) y LP560 (rojo) lo que permitio la separacion de luz verde emitida de AO en el canal verde y luz roja de
EtBr en el canal rojo. La salida de potencia de laser y los ajustes de control de ganancia en cada experimento
individual fueron idénticos entre células de control e inducidas con DEFBL1. La excitacion se proporciond por un laser
de gas mixto Kr/Ar a longitudes de onda de 543 nm para AO y 488 nm para EtBr. Los porta-objetos se analizaron
con aumento 40X y se almacenaron las imagenes digitales como archivos TIFF no comprimidos y se exportaron a
software Photoshop CS (Adobe Systems, San Jose, CA) para el procesamiento de imagenes y la presentacion en
copia impresa.

[0317] Andlisis de ChIP de PAX2: La inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) permite la identificacion de los sitios
de unién para proteinas de union a ADN basandose en la ocupacion in vivo de un promotor mediante un factor de
transcripcién y enriquecimiento de la cromatina unida a factor de transcripciéon mediante inmunoprecipitacion. Se usé
una modificacibn del protocolo descrito por el laboratorio Farnham; también en linea en
http://mcardle.oncology.wisc.edu/farnham/. Las lineas celulares DU145 y PC3 sobre-expresan la proteina PAX2 pero
no expresan DEFB1. Las células se incubaron con PBS que contenia formaldehido a 1,0% durante 10 minutos para
entrecruzar las proteinas con ADN. Después las muestras se sonicaron para proporcionar ADN con una longitud
promedia de 600 pb. Se incubd cromatina sonicada preaclarada con Dynabeads de proteina A con anticuerpo
especifico de PAX2 o control “sin anticuerpo” [anticuerpos de control emparejados por isotipo]. Después se
recogieron inmunoprecipitados lavados. Después de la inversion de los entrecruzamientos, el ADN se analiz6
mediante PCR usando cebadores especificos de promotor para determinar si DEFB1 estaba representado en las
muestras inmunoprecipitadas de PAX2. Los cebadores se diseflaron para amplificar la region de 160 pb
inmediatamente cadena arriba de sitio de inicio de ARNm de DEFB1 que contenia la caja TATA de DEFBL1 y el sitio
de reconocimiento de PAX2 GTTCC funcional. Para estos estudios, los controles positivos incluyeron PCR de una
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alicuota de la cromatina de entrada (antes de la inmunoprecipitacion, pero entrecruzamientos invertidos). Todas las
etapas se realizaron en presencia de inhibidores de proteasa.

Resultados

[0318] La inhibicién de ARNip de PAX2 aumenta la expresion de DEFB1: el analisis de QRT-PCR de la expresion de
DEFB1 antes del tratamiento con ARNip mostré los niveles de expresion relativos de 0,00097 en DU145, 0,00001 en
PC3 y 00004 LNCaP (Figura 13). Después de la anulacion con ARNip de PAX2, la expresion relativa era 0,03294
(aumento de 338 veces) en DU145, 0,00020 (aumento de 22,2 veces) en PC3 y 0,00019 (aumento de 4,92 veces)
en LNCaP. Como un control negativo, la linea celular epitelial de préstata humana (hPrEC) que es nula en PAX2
mostré niveles de expresion a 0,00687 antes del tratamiento y 0,00661 después del tratamiento con ARNip
confirmando que no habia ninglin cambio estadistico en la expresién de DEFB1.

[0319] EI DEFB1 causa la permeabilidad de membrana celular: la integridad de membrana se controla mediante
andlisis confocal (Figura 14). En este caso, las células intactas se tifien de verde debido a AO que es permeable a
membrana. Ademas, las células con membranas plasmaticas comprometidas se tefiirian en rojo por EtBr que es
impermeable a membrana. En este caso, las células no inducidas DU145 (A) y PC3 (D) se tifieron positivamente con
AO y emitieron color verde, pero no se tifieron con EtBr. Sin embargo, la induccién de DEFB1 tanto en DU145 (B)
como en PC3 (E) dio como resultado la acumulacién de EtBr en el citoplasma a las 24 horas indicado por la tincion
roja. A las 48 horas, DU145 (C) y PC3 (F) poseyeron nucleos condensados y aparecieron en amarillo, lo que se
debia a la presencia de tincién tanto verde como roja resultante de la acumulaciéon de AO y EtBr, respectivamente.

[0320] La inhibicion de PAX2 da como resultado permeabilidad de membrana: Las células se trataron con ARNip de
PAX2 durante 4 dias y se controlé de nuevo la integridad de membrana mediante andlisis confocal. En este caso,
tanto DU145 como PC3 poseian nucleos condensados y aparecian en amarillo. Sin embargo, el citoplasma y los
nucleos de las células LNCaP permanecieron verdes después del tratamiento con ARNip. También la tincion roja en
la periferia celular indica el mantenimiento de la integridad de la membrana celular. Estos hallazgos indican que la
inhibicion de PAX2 da como resultado muerte celular mediada por DEFB1 especificamente en células DU1145 y
PC3, pero no LNCaP. La muerte observada en LNCaP se debe a la transactivacion de p53 de tipo silvestre existente
en LNCaP después de la inhibicién de PAX2.

[0321] La inhibicion por ARNip de PAX2 aumenta la actividad del promotor de DEFBL1: El andlisis de la actividad de
promotor de DEFB1 en células DU145 que contenian la construccion DEFB1/pGL3 mostr6 un aumento de 2,65
veces en unidades de luz relativas después de 48 horas de tratamiento en comparacion con células no tratadas. En
células PC3 habia un aumento de 3,78 veces en las unidades de luz relativas en comparacion con las células no
tratadas.

[0322] PAX2 se une al promotor de DEFBL1: Se realiz6 el analisis de ChIP en células DU145 y PC3 para determinar
si el represor transcripcional de PAX2 esté unido al promotor de DEFB1 (Figura 15). El carril 1 contiene un marcador
de peso molecular de 100 pb. El carril 2 es un control positivo que representa una region de 160 pb del promotor de
DEFB1 amplificado a partir de DU145 antes del entrecruzamiento y la inmunoprecipitacion. El carril 3 es un control
negativo que representa la PCR realizada sin ADN. Los carriles 4 y 5 son controles negativos que representan PCR
de inmunoprecipitaciones realizadas con IgG de DU145 y PC3 entrecruzada, respectivamente. La amplificacion por
PCR de 25 pg de ADN (carriles 6 y 8) y 50 pg de ADN (carril 7 y 9) inmunoprecipitd con anticuerpo anti-PAX2
después del entrecruzamiento muestra un fragmento de promotor de 160 pb en DU145 y PC3, respectivamente.

Conclusién

[0323] Los presentes datos novedosos son los primeros en desvelar el papel de DEFB1 en la inmunidad tumoral de
cancer de préstata. Los datos también muestran que el factor oncogénico PAX2 suprime la expresién de DEFB1.
Una de las evidencias de la citotoxicidad de defensina es la alteracion de la integridad de membrana. Los presentes
resultados muestran que la expresion ectdpica de DEFB1 en células de cancer de préstata da como resultado una
pérdida de potencia de membrana debido a membranas celulares comprometidas. Se observa el mismo fenémeno
después de inhibir la expresion de la proteina PAX2. También se realizé analisis de ChIP y se confirmd que PAX2
esta unido al promotor de DEFB1 dando como resultado la represién de la expresion de DEFB1. Por lo tanto, la
supresion de la expresion o la funcion de PAX2 da como resultado el restablecimiento de la expresion de DEFB1 y
posteriormente muerte celular mediada por DEFB1. Ademas, los presentes datos establecen la utilidad de DEFB1
como una terapia dirigida para el tratamiento del cancer de préstata mediante la inmunidad innata.

4. Ejemplo 4: La expresion de DEFB1 da como resultado contraccion del tumor

[0324] La capacidad antitumoral de DEFB1 se evalla inyectando células tumorales que sobreexpresan DEFB1 en
ratones atimicos. DEFB1 se clona en el vector pBI-EGFP, que tiene un promotor responsable de tetraciclina
bidireccional. Se generan lineas celulares Tet-Off introduciendo mediante transfeccion pTet-Off en células DU145,
PC3 y LNCaP y seleccionando con G418. El plasmido pBI-EGFP-DEFB1 se introduce mediante co-transfeccion con
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pTK-Hyg en las lineas celulares Tet-off y se selecciona con higromicina. Se usan solamente suspensiones de una
sola célula con una viabilidad de > 90%. Cada animal recibe aproximadamente 500.000 células administradas por
via subcutanea en el flanco derecho de ratones atimicos hembra. Existen dos grupos, un grupo de control al que se
inyectan clones sélo de vector y un grupo al que se inyectan los clones que sobre-expresan DEFB1. 35 ratones
estan en cada grupo como se determinado por un estadista. Los animales se pesan dos veces por semana, el
crecimiento tumoral se controla mediante calibradores y se determinan los volimenes del tumor usando la siguiente
férmula: volumen = 0,5 x (anchura) 2 x Iongitud. Todos los animales se sacrifican mediante sobredosis de CO;
cuando el tamafio del tumor alcanza 2 mm” o 6 meses después del implante; los tumores se extirpan, pesan y
almacenan en formalina tamponada neutra para la examinacion patolégica. Las diferencias en el crecimiento del
tumor entre los grupos se caracterizan mediante descripcion a través de estadisticas resumidas y presentaciones
gréficas. Se evalla la significacion estadistica con el ensayo t o un equivalente no paramétrico.

5. Ejemplo 5: La expresion de ARNip de PAX2 da como resultado la regulacién positiva de la expresion de
DEFB1y la contraccién de tumor in vivo

[0325] Se utilizan oligonucleétidos de molde de ARNip de PAX2 de horquilla utilizados en los estudios in vitro para
examinar el efecto de la regulacion positiva de la expresion de DEFBL1 in vivo. La cadena con sentido y antisentido
(véase la Tabla 3) se hibridan y se clonan en el vector de expresion de ARNip pSilencer 2.1 U6 hygro (Ambion) bajo
el control del promotor de ARN pol 1ll U6 humano. El plasmido clonado se secuencia, verifica e introduce mediante
transfeccion en lineas celulares PC3, Dul145 y LNCaP. Se clona ARNhc mezclado y se usa como un control hegativo
en este estudio. Se seleccionan las colonias resistentes a higromicina, las células se introducen en los ratones por
via subcutanea y se controla el crecimiento del tumor como se ha descrito anteriormente.

6. Ejemplo 6: Los inhibidores de molécula pequefia de la union de PAX2 da como resultado la regulacion
positiva de la expresién de DEFB1 y la contraccion de tumor in vivo

[0326] La secuencia de reconocimiento de ADN para la union a PAX2 reside en el promotor de DEFB1 entre los
nucleétidos -75 y -71 [+1 se refiere al sitio de inicio de la transcripcion]. Se proporcionan oligonucleétidos cortos
complementarios al dominio de unién a ADN de PAX2. Los ejemplos de tales oligonucleétidos incluyen los
oligonucleétidos de 20 unidades y 40 unidades que contienen la secuencia de reconocimiento GTTCC
proporcionada mas adelante. Estas longitudes se seleccionaron arbitrariamente y se espera que otras longitudes
sean eficaces como blogueantes de la union. Como un control negativo se disefiaron oligonucleétidos con una
secuencia distorsionada (CTCTG) para verificar la especificidad. Los oligonucleétidos se introducen mediante
transfeccion en las células de cancer de prostata y las células HPrEC con reactivo lipofectamine o reactivo de
transfeccion Codebreaker (Promega, Inc). Para confirmar las interacciones de ADN-proteina, los oligonuclettidos
bicatenarios se marcaran con [32P] dCTP y se realizan ensayos de desplazamiento de movilidad electroforética.
Ademas, la expresién de DEFB1 se controla mediante QRT-PCR y analisis de western después del tratamiento con
oligonucleétidos. Finalmente, la muerte celular se detecta mediante ensayo de MTT y citometria de flujo como se ha
descrito previamente.

Secuencia de reconocimiento N° 1: CTCCCTTCAGTTCCGTCGAC (SEC ID N°: 9)
Secuencia de reconocimiento N° 2: CTCCCTTCACCTTGGTCGAC (SEC ID NO: 10)
Secuencia distorsionada N° 1: CTCCCTTCACTCTGGTCGAC (SEC ID N°: 11)

Secuencia de Reconocimiento n° 3:
5’-TTAGCGATTAGAAGTTCACCCTTGACTGTGGCACCTCCC-3’ (sEC 2
EC ID N°: 1
Secuencia de Reconocimiento n° 4:
ACTGTGGCACCTCCCTTCACCTTGGTCGACGAGGTTGTGC

(SEC ID N°: 13)
Secuencia Distorsionada n° 2:

ACTGTGGCACCTCCCTTCACTCTGGTCGACGAGGTTGTGC
(SEC ID N°: 14)

[0327] Otros ejemplos de oligonucleétidos de la invencion incluyen:

Secuencia de reconocimiento N° 1: 5 '-“AGAAGTTCACCCTTGACTGT-3' (SEC ID N° 24)
Secuencia de reconocimiento N° 2: 5'-AGAAGTTCACGTTCCACTGT-3' (SEC ID N° 25)
Secuencia distorsionada N° 1: 5 -AGAAGTTCACGCTCTACTGT-3' (SEC ID Ne°: 26)

Secuencia de Reconocimiento n° 3:

5’-TTAGCGATTAGAAGTTCACCCTTGACTGTGGCACCTCCC-3’ (SEC ID N°: 27)
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Secuencia de Reconocimiento n° 4:

5’ -GTTAGCGATTAGAAGTTCACGTTCCACTGTGGCACCTCCC-3’ (SEC I N
28) '
Secuencia Distorsionada n° 2:

5’-GTTAGCGATTAGAAGTTCACGCTCTACTGTGGCACCTCCC-3’ (SEC ID N
29)

[0328] Este conjunto de oligonucledtidos inhibidores alternativos representa la secuencia de reconocimiento (junto
con la secuencia central de CCTTG) para el dominio de unién de PAX2 y homeocaja. Estas incluyen secuencias
reales del promotor de DEFBL1.

[0329] El gen de PAX2 se requiere para el crecimiento y la supervivencia de diversas células cancerosas incluyendo
prostata. Ademas, la inhibicion de la expresion de PAX2 da como resultado muerte celular mediada por el
componente de la inmunidad innata DEFB1. La supresion de la expresion y actividad de DEFB1 se consigue
mediante la union de la proteina de PAX2 a un sitio de reconocimiento de GTTCC en el promotor de DEFBL1. Por lo
tanto, esta ruta proporciona una diana terapéutica viable para el tratamiento de cancer de prostata. En este
procedimiento, las secuencias se unen al sitio de uniéon a ADN de PAX2 y bloquean la unién de PAX2 al promotor de
DEFB1, permitiendo asi la expresion y actividad de DEFBL1. Las secuencias oligonucleotidicas y el experimento que
se ha descrito anteriormente son ejemplos de y demuestran un modelo para el disefio de farmacos inhibidores de
PAX2 adicionales.

[0330] Dado que la secuencia GTTCC existe en interleucina-3, interleucina-4, el receptor de insulina y otros, PAX2
regula asimismo su expresion y actividad. Por lo tanto, los inhibidores de PAX2 desvelados en la presente memoria
tienen utilidad en varias otras enfermedades incluyendo las relacionadas directamente con inflamacién incluyendo
prostatitis e hipertrofia prostatica benigna (BPH).

7. Ejemplo 7: La pérdida de la expresién de DEFB1 da como resultado tumorigénesis aumentada

[0331] Generacién de pérdida de funcién en ratones: El sistema Cre/loxP ha sido (til para aclarar los mecanismos
moleculares subyacentes a la carcinogénesis de préstata. En este caso se usa un KO condicional de Cre de DEFB1
para la alteracion inducible dentro de la prostata. El KO condicional de Cre de DEFBL1 implica la generacion de un
vector de direccionamiento que contiene sitios loxP que flanquean los exones que codifican DEFB1, células ES
diana con este vector y la generacion de ratones quiméricos de linea germinal a partir de estas células ES diana.
Los heterocigotos se aparean con transgénicos Cre especificos de prostata y se usa el entrecruzamiento
heterocigoto para generar ratones KO de DEFB1 especificos de préostata. Se ha observado que cuatro compuestos
quimicos genotoxicos inducen carcinomas de préstata en roedores: N-metil-N-nitrosourea (MNU), N-nitrosobis 2-
oxopropil. amina (BOP), 3,2X-dimetil-4-amino-bifenil (MAB) y 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol 4,5-bipiridina (PhIP).
Los ratones transgénicos de DEFB1 se tratan con estos compuestos carcinogénicos mediante administracion
intragéstrica o inyeccion i.v. para estudios de induccion de adenoma y adenocarcinoma de prostata. Las muestras
de préstata se estudian para diferencias en el crecimiento tumoral y cambios en la expresion génica mediante
analisis histolégicos, inmunohistoldgicos, de ARNm y de proteina.

[0332] Generacion de ratones GOF: para ratones GOF inducibles con PAX2, se administra a crias de la misma
camada GOF de PAX2 (bi-transgénicos) y de tipo silvestre (mono-transgénicos) doxiciclina (Dox) a partir de las 5
semanas de edad para inducir expresion de PAX2 especifica de prostata. En resumen, los ratones mono-
transgénicos PROBASIN-rtTA (expresion especifica de célula de prostata de inductor de rtTA dependiente de tet) se
cruzan con las lineas respondedoras transgénicas de PAX2 de los inventores. Para la induccion, los ratones bi-
transgénicos se alimentan con Dox a través del agua de bebida (500 mg/l preparada de forma fresca dos veces por
semana). Los experimentos iniciales verifican bajos niveles de fondo, buena inducibilidad y expresién especifica de
tipo celular de PAX2 y el indicador de EGFP usando la linea fundadora transgénica en ratones bi-transgénicos. Con
respecto a los tamafios del grupo experimental, 5-7 individuos emparejados por edad y sexo en cada grupo (tipo
silvestre y GOF) permiten significacion estadistica. Para todos los animales en este estudio se recogen tejidos de
prostata inicialmente con intervalos semanales para el andlisis y la comparacion para determinar parametros
temporales carcinogénicos.

[0333] Genotipado de PCR, RT-PCR y gqPCR: los ratones transgénicos PROBASIN-ItTA se genotipan usando los
siguientes cebadores y condiciones de PCR:

PROBASIN5 (directo) 5'-ACTGCCCATTGCCCAAACAC-3' (SEC ID N° 48);
RTTA3 (inverso) 5'-AAAATCTTGCCAGCTTTCCCC-3' (SEC ID N° 49);
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95 °C de desnaturalizacién durante 5 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C durante 30 s, 57 °C durante 30 s, 72 °C
durante 30 s, seguido de una extension de 5 min a 72 °C, proporcionando un producto de 600 pb. Los ratones
transgénicos inducibles con PAX2 se genotipan usando los siguientes cebadores y condiciones de PCR: PAX2 dir 5'-
GTCGGTTACGGAGCGGACCGGAG-3' (SEC ID Ne° 50); Inv5'IRES 5'-TAACATATAGACAAACGCACACCG-3' (SEC
ID N° 51); 95 °C de desnaturalizacion durante 5 min, seguido de 34 ciclos de 95 °C durante 30 s, 63 °C durante 30 s,
72 °C durante 30 s, seguido de una extensién de 5 min a 72 °C, proporcionando un producto de 460 pb. Se
genotipan los hemicigotos de Immortomouse usando los siguientes cebadores y condiciones de PCR: Immoll, 5'-
GCGCTTGTGTC GCCATTGTATTC-3' (SEC ID N° 52); Immol2, 5'-GTCACACCACAGAAGTAAGGTTCC-3' (SEC ID
N° 53); 94 °C 30 s, 58 °C 1 min, 72 °C 1 min 30 s, 30 ciclos para proporcionar una banda de transgen de ~ 1 kb.
Para genotipar ratones anulados de PAX2, los siguientes cebadores y condiciones de PCR se usan: PAX2 dir 5'-
GTCGGTTACGGAGCGGACCGGAG-3' (SEC ID Ne° 54); PAX2Inv 5-CACAGAGCATTGGCGATCTCGATGC - 3'
(SEC ID N° 55); 94 °C 1 min, 65 °C 1 min, 72 °C 30 seg, 36 ciclos para proporcionar una banda de 280 pb.

[0334] Estudios con animales de péptido de DEFB1: A ratones atimicos (desnudos) machos de seis semanas de
edad adquiridos en Charles River Laboratories se inyectan por via subcutanea a través de la escapula 10° células
PC3 viables. Una semana después de la inyeccion, los animales se adjudican aleatoriamente a uno de tres grupos -
grupo |: control; grupo II: inyecciones intraperitoneales de DEFB1, 100 pg/dia, 5 dias a la semana, durante las
semanas 2-14; grupo llll: inyecciones intraperitoneales de DEFB1, 100 mg/dia, 5 dias a la semana, durante las
semanas 8-14. Los animales se mantienen en un alojamiento estéril, cuatro animales en una jaula y se observan con
una base diaria. Con intervalos de 10 dias, los tumores se miden usando calibradores y se calculan los volimenes
de los tumores usando V = (L x W2)/2.

Tabla 2. Secuencias de cebadores de QRT-PCR

Con sentido (5’-3’)
B-actina 5'-CCTGGCACCCAGCACAAT-3' SEC ID N° 30
DEFB 1 5-GTTGCCTGCCAGTCGCCATGAGAACTTCCTAC-3' | SECID N° 31
Antisentido (5’-3’)
B-actina 5'-GCCGATCCACACGGAGTACT-3' SEC ID N° 32
DEFB 1 5-TGGCCTTCCCTCTGTAACAGGTGCCTTGAATT-3' | SECID N° 33
Tabla 3. Secuencias de ARNip de PAX2. Un grupo de cuatro ARNip se utilizé para inhibir la expresion de la proteina
de PAX2.

Con sentido (5’-3’)
Secuencia A 5'-GAAGUCAAGUCGAGUCUAUUU-3' SECID N° 15
Secuencia B 5 '-GAGGAAACGUGAUGAAGAUUU - 3' SECIDN°3
Secuencia C 5 -GGACAAGAUUGCUGAAUACUU - 3 SECID N°5
Secuencia D 5 -CAUCAGAGCACAUCAAAUCUU - 3 SECIDN°7

Antisentido (5’-3’)
Secuencia A 5 -AUAGACUCGACUUGACUUCUU - 3' SECID N° 2
Secuencia B 5 '-AUCUUCAUCACGUUUCCUCUU - 3' SECID N°4
Secuencia C 5 -GUAUUCAGCAAUCUUGUCCUU - 3 SECID N° 6
Secuencia D 5 -GAUUUGAUGUGCUCUGAUGUU - 3' SECID N° 8
Tabla 4. Cebadores de RT-PCR cuantitativa. Secuencias de nucleétidos de cebadores usados para amplificar PAX2

y GAPDH

Con sentido (5’-3’)
GAPDH 5 '-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA -3 SEC ID N° 16
BAD 5'-CTCAGGCCTATGCAAAAAGAGGA - 3 SECID N° 17
BID 5 '-AACCTACGCACCTACGTGAGGAG - 3 SECID N° 18
BAX 5 -GACACCTGAGCTGACCTTGG - 3 SECID N° 19

Antisentido (5’-3’)
GAPDH 5 -TCTAGACGGCAGGTCAGGTCAACC - 3' SEC ID N° 20
BAD 5'-GCCCTCCCTCCAAAGGAGAC - 3 SEC ID N° 21
BID 5'-CGTTCAGTCCATCCCATTTCTG - 3! SEC ID N° 22
BAX 5 '-GAGGAAGTCCAGTGTCCAGC - 3 SEC ID N° 23
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8. Ejemplo 8: Direccionamiento de la expresion de PAX2 para la quimioprevencién de neoplasia intraepitelial
y cancer

Resumen

[0335] La acumulacion de mutaciones y la pérdida de las funciones del control celular causan cambios fenotipicos
progresivos desde histologia normal a un pre-cancer temprano tal como neoplasia intraepitelial (IEN) a IEN cada vez
mas grave a cancer superficial y finalmente a enfermedad invasiva. Aunque este proceso puede ser relativamente
agresivo en algunos casos, generalmente tiene lugar de forma relativamente lenta a lo largo de afios e incluso
décadas. Como se ha descrito por Weinstein y otros, la adiccion de oncogenes es la dependencia fisiol6gica de
células cancerosas de la activacién o sobreexpresion continuada de oncogenes individuales para mantener el
fenotipo maligno. Esta dependencia tiene lugar en el medio de los otros cambios que marcan la progresion
neoplasica. La adicciéon y la dependencia de las células cancerosas del oncogén PAX2 para el crecimiento y la
supervivencia celular es uno de tales ejemplos. Por el contrario, la ausencia de genes supresores de tumor tales
como DEFB 1 que esté reprimido transcripcionalmente mediante PAX2 otorga una adiccién pro-cancer similar.

[0336] La quimioprevencion del cancer se define como la prevencion del cancer o el tratamiento en el estado pre-
canceroso o incluso antes. El largo periodo de progresion hasta cancer invasivo es una importante oportunidad
cientifica pero también un obstaculo econémico para mostrar el beneficio clinico de farmacos quimiopreventivos
candidatos. Por lo tanto, un componente importante de la investigacion de desarrollo de agentes quimiopreventivos
en afios recientes ha sido identificar criterios de valoracion o biomarcadores anteriores (a cancer) que predicen de
forma precisa un beneficio clinico del agente o efecto reductor de incidencia del cancer. En muchos cénceres, IEN
es un criterio de valoracién temprano tal como en el cancer de préstata. Dado que la ruta de PAX2/DEFB1 est4
desregulada durante IEN y probablemente a un estado histopatoldgico aun méas temprano hace del mismo un
biomarcador predictivo potente y una diana excelente para la quimioprevencion del cancer. Se muestran varios
compuestos que suprimen PAX2 y aumentan la expresion de DEFB1 que pueden tener utilidad como agentes
guimiopreventivos para el cancer de préstata.

Antecedentes

[0337] Los genes de PAX son capaces de actuar como proto-oncogenes mediante las alteraciones estructurales de
factores de transcripcion y genes que regulan el crecimiento y apoptosis celular dando como resultado una fuerte
sefial de supervivencia en cancer de prostata. Ademas, se ha demostrado que varios canceres tienen expresion
aberrante de PAX2 (Figura 18). La angiotensina Il (Angll) es un regulador importante de la presion sanguinea y la
homeostasis cardiovascular y se reconoce como un potente mitdgeno. La Angll media sus efectos bioldgicos
mediante la unidon a dos subtipos de receptores, el receptor de angiotensina de tipo | (AT1R) y el receptor de
angiotensina tipo Il (AT2R) que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G pero que tienen
diferente distribucion tisular y rutas de sefializacion intracelular. Ademas de sus efectos sobre la presion sanguinea,
se ha demostrado que Angll desempefia un papel en diversas situaciones patolégicas que implican remodelado
tisular, tales como cicatrizacién, hipertrofia cardiaca y desarrollo. De hecho, estudios recientes han mostrado la
expresion local de varios componentes del sistema de renina-angiotensina (RAS) en diversas células y tejidos de
cancer incluyendo la prostata. La regulacion positiva de AT1R proporciona una ventaja considerable a las células
cancerosas que han aprendido a evadir la apoptosis y elementos reguladores del crecimiento.

[0338] Este estudio demuestra que la regulacién positiva del oncogén de PAX2 en cancer de prostata se debe a
sefializacion de RAS desregulada. La expresion de PAX2 esta regulada por la ruta de sefializacién de ERK 1/2 que
esta mediada por el receptor de angiotensina de tipo I. Ademas, el bloqueo de AT1R con Losartan (Los) suprime la
expresion de PAX2. Ademéds, AICAR, que es un activador de AMPK, también se ha demostrado prometedor como
un potencial inhibidor de PAX2. En conjunto, estos estudios implican intensamente estas clases de farmacos como
potenciales supresores de la expresion de PAX2 y pueden servir finalmente como novedosos agentes de
guimioprevencion (Tabla 5).

Tabla 5. Canceres que expresan PAX2 como candidatos para estrategias de quimioprevencion
Nuevos casos Muertes estimadas Nuevos casos Muertes estimadas

Canceres que estimados en en EEUU? globales estimados globales

expresan PAX2 EEUUZ
Prostata 234.460 27.350 679.023 221.002
Mama 214.600 41.430 1.151.298 410.712
Ovérico 20.180 15.310 204.500 124.860
Renal 38.890 12.840 208.479 101.895
De cerebro 12.820 18.820 189.485 141.650
Cervical 9.710 3.700 493.243 273.505
Vejiga 61.420 13.060 356.556 145.009
Leucemia 35.020 22.280 300.522 222.506

Sarcoma de Kaposi

Datos no disponibles

Datos no disponibles

Datos no disponibles

Datos no disponibles
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TOTAL

- 627.100 154.790 3.583.106 1.641.139
(aproximadamente)

Hasta la fecha se ha demostrado que varios canceres expresan de forma aberrante PAX2. La quimioprevencion
mediante la expresion dirigida de PAX2 puede tener un impacto significativo sobre las muertes relacionadas con
cancer.
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Materiales y procedimientos

[0339] Cultivo celular: las lineas celulares DU145 se cultivaron en medio DMEM y PC3 se cultivaron en medio F12
(Life Technologies, Inc., Grand Island, NY). Los medios de cultivo para las tres lineas se complementé con suero
fetal bovino a 10% (Life Technologies) (v/v). Las células hPrEC se cultivaron en medio basal de epitelio de prostata
(Cambrex Bio Science, Inc., Walkersville, MD). Todas las lineas celulares se mantuvieron a 37 °C y CO; a 5%.

[0340] Reactivos y tratamientos: las células se trataron con 5 0 10 uM de Angll, 5 uM del antagonista de ATR1 Los,
5 uM del antagonista de ATR2 PD123319, 25 uM del inhibidor de MEK U0126, 20 uM del inhibidor de MEKBRK
PD98059 o 250 uM del inductor de AMP quinasa AICAR.

[0341] Andlisis de western: en resumen, las células se recogieron mediante tripsinizacion y se lavaron dos veces con
PBS. El tampon de lisis se prepard de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Sigma) y después se afiadié a
las células. Después de un periodo de incubacion de 15 minutos a 4 °C en un agitador orbital, los lisados celulares
se recogieron y centrifugaron durante 10 minutos a 12000xg para sedimentar los restos celulares. Después, el
sobrenadante que contenia proteinas se recogi¢ y cuantificd. A continuacion, 25 pg de extracto de proteinas se
carg6 en un SDS-PAGE de gradiente de 8-16% (Novex). Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron
a membranas de PVDF y después se bloquearon con leche en polvo desnatada a 5% en TTBS (Tween 20 a 0,05%
y Tris-Cl 100 mM) durante 1 hora. Después, las transferencias se sondaron con anticuerpo primario (anti-PAX2, -
fosfo-PAX2, -INK, -fosfo-IJNK, -ERK/2 o -fosfo-RK1/2) (Zymed, San Francisco, CA) a diluciones 1:1000-2000.
Después del lavado, las membranas se incubaron con anticuerpo anti-conejo conjugado con peroxidasa de rabano
rusticano (HRP) (dilucion 1:5000; Sigma) y la deteccion de sefial se visualizd usando reactivos de
quimioluminiscencia (Pierce) en un Alpha Innotech Fluorchem 8900. Como un control se separaron y re-sondaron las
transferencias con anticuerpo primario de raton anti-p-actina (1:5000; Sigma-Aldrich) y anticuerpo secundario anti-
raton conjugado con HRP (1:5000; Sigma-Aldrich), y se visualiz6 de nuevo la deteccion de sefial.

[0342] Andlisis de QRT-PCR: Se realizd RT-PCR en tiempo real cuantitativa para verificar los cambios en la
expresion génica después de la anulacion de PAX2 en lineas celulares de cancer de prostata PC3 y DU145 y las
células epiteliales de prdstata normales hPrEC. Aproximadamente 1 X 10° células se recogieron mediante
tripsinizacion y las células se enjuagaron en PBS. Después, las células se lisaron y se aisl6 el ARN total mediante
centrifugacion a través de columnas de centrifugacion usando el sistema de aislamiento de ARN total SV (Promega).
Se generd ADNc (0,5 ug por reaccion) mediante transcripcion inversa mediante el cebador Oligo (dT) 15 (Promega)
y la enzima transcriptasa inversa Il de AMV (500 unidades por reaccion; Promega) para la sintesis de la primera
cadena y ADN polimerasa de Tfl para la sintesis de la segunda cadena (500 unidades por reaccion; Promega) como
por el protocolo del fabricante. Tipicamente se usaron 50 pg de cada ADNc por cada reaccion de PCR subsiguiente.
Se realizé QRT-PCR de dos etapas en ADNc generado usando la transcriptasa inversa MultiScribe del sistema de
transcripcion inversa TagMan y la mezcla madre de PCR SYBR Green (PE Biosystems). Las reacciones se
realizaron en una placa de reaccién de 96 pocillos MicroAmp Optical (PE Biosystems). Se realizaron cuarenta ciclos
de PCR en condiciones convencionales usando una temperatura de hibridacion de 60 °C. La cuantificacion se
determin6é mediante el niumero de ciclos en el que comenzd la amplificacion exponencial (valor umbral) y se
promedio a partir de los valores obtenidos de las repeticiones por triplicado. Habia una relacién inversa entre el nivel
de mensaje y el valor umbral. Ademas se us6 GADPH como un gen constitutivo para normalizar el contenido inicial
de ADNCc total. La expresion relativa se calculé como la proporcién entre cada gen y GADPH. Todas las reacciones
se realizaron por triplicado.

[0343] Incorporacion de timidina: La proliferacion de células se determiné mediante [3H] timidina ribotida ([3H] TdR)
incorporacion en ADN. 0,5 x 10° células/pocillo de suspension de células DU145 se sembraron en sus medios
apropiados. Las células se incubaron durante 72 h con o sin la presencia de Angll a las concentraciones indicadas.
Las células se expusieron a 37 kBg/ml [metil-3H] timidina en el mismo medio durante 6 h. Las células adherentes se
fijaron con acido tricloroacético a 5% y se lisaron en tampon de lisis SDS/NaOH durante una noche. La radiactividad
se midi6 mediante contador de centelleo liquido Beckman LS3801 (Canada). El cultivo celular en suspension se
recogid mediante el dispositivo de recogida de células (Packard Instrument. Co., Meriden, CT) y se midi6 la
radiactividad mediante el contador de escintilacion liquida microbeta 1450 (PerkinElmer Life Sciences).

[0344] Andlisis estadistico: Las diferencias estadisticas se evaluaron usando el ensayo t de Student para valores

desapareados. Los valores de P se determinaron mediante un calculo de dos lados y un valor de P inferior a 0,05 se
consider6 estadisticamente significativo.
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Resultados

[0345] Para investigar el efecto de Angll sobre la expresion de PAX2 en células de cancer de préstata DU145, la
expresion de PAX2 se examind después del tratamiento con Angll a lo largo de un periodo de 30 min a 48 horas.
Como se muestra en la Figura 19, la expresion de PAX2 aumenté progresivamente a lo largo del tiempo después del
tratamiento con Angll. El bloqueo de la sefializacién de RAS tratando DU145 con Los redujo significativamente la
expresion de PAX2 (Figura 20A). En este caso, la expresion de PAX2 era de 37% después de 48 horas y era de
50% después de 72 horas de tratamiento con Los en comparacion con las células DU145 de control no tratadas
(Figura 21). Se sabe que el receptor de AT2R se opone a la accion del AT1R. Por lo tanto, el efecto del bloqueo del
receptor AT2R sobre la expresién de PAX2 se examind. El tratamiento de DU145 con el bloqueante de AT2R
PD123319 dio como resultado un aumento de siete veces en la expresion de PAX2 después de 48 horas y un
aumento de 8 veces después de 96 horas de tratamiento (Figura 20B). En conjunto, estos hallazgos demuestran que
la expresion de PAX2 esta regulada por el receptor de ATR1.

[0346] Se sabe que Angll afecta directamente a la proliferacién de las células de cancer de prostata mediante la
activacion mediada por ATIRE de MAPK y fosforilaciéon de STAT3. El tratamiento de DU145 con Angll dio como
resultado un aumento de dos a tres veces el indice de proliferacion (Figura 21). Sin embargo, el tratamiento con Los
disminuyé los indices de proliferacién en 50%. Ademas, el bloqueo del receptor de AT1R pre-tratando con Los
durante 30 min suprimio el efecto de Angll sobre la proliferacion.

[0347] Para examinar adicionalmente el papel de la sefializacion de AT1R en la regulacién de la expresion y
activacion de PAX2, se examind el efecto del bloqueo de diversos componentes de la ruta de sefalizacién de MAP
quinasa sobre la expresion de PAX2. En este caso, las células DU145 tratadas con el inhibidor de MEK U0126
dieron como resultado una reduccion significativa de la expresion de PAX2 (Figura 22). Ademas, el tratamiento con
el inhibidor de MEK/ERK PD98059 dio como resultado también PAX2 disminuido. El tratamiento de células DU145
con Los no tuvo ningun efecto sobre los niveles de proteina ERK, pero redujo la cantidad de fosfo-ERK (Figura 23A).
Sin embargo, el tratamiento de DU145 con Los dio como resultado una reduccion significativa de la expresion de
PAX2. Se observaron resultados similares con U0126 y PD98059. Se sabe también que la expresion de PAX2 esta
regulada por STAT3 que es una diana cadena abajo de ERK. El tratamiento de DU145 con Los, U0126 y PD98059
redujo los niveles de proteina fosfo-STAT3 (Figura 23C). Estos resultados demuestran que PAX2 esta regulado
mediante AT1R en células de cancer de préstata.

[0348] Ademas se examind el efecto de la sefializacion de AT1R sobre la activacion de PAX2 por JNK. El
tratamiento de DU145 con Los, U0126 y PD98059 dieron todos como resultado una disminucién o supresion
significativa de los niveles de proteina fosfo-PAX2 (Figura 24A). Sin embargo, Los y U0126 no disminuyeron los
niveles de proteina fosfo-JNK (Figura 24B). Por lo tanto, la disminucion en fosfo-PAX2 parece deberse a niveles
disminuidos de PAX2, pero no a fosforilacion disminuida.

[0349] Se usa ampliamente 5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-B-4-ribofurandsido (AICAR) como un activador de
AMP-quinasa, que regula la homeostasis de energia y la respuesta a estrés metabdlico. Recientes informes han
indicado la acci6on anti-proliferativa y pro-apoptética de AMPK activada usando agentes farmacoldgicos o
sobreexpresion de AMPK. Se ha demostrado que la activacion de AMPK induce apoptosis en células de cancer
gastrico humano, células de cancer de pulmén, cancer de prostata, células pancreéticas y células de carcinoma
hepatico y aumenta la apoptosis inducida por estrés oxidativo en células de neuroblastoma de ratén mediante
diversos mecanismos que incluyen la inhibicion de la ruta de sintasa de acidos grasos e induccion de quinasas de
estrés y caspasa 3. Ademas, el tratamiento de células de cancer de préstata PC3 aumentd la expresion de las
proteinas p21, p27, p53 y la inhibicion de la ruta de PI3K-Akt. Todas estas rutas estan reguladas directa o
indirectamente por PAX2. El tratamiento de las células de céncer de préstata con AICAR dio como resultado la
supresion de la expresién de PAX2 (Figura 23B) asi como su forma activada fosfo-PAX2 (Figura 24A). Ademas,
fosfo-STAT3 que regula la expresion de PAX2 también estaba suprimido (Figura 23C).

[0350] Finalmente se planted la hipotesis de que la sefalizacion aberrante de RAS que conduce a la regulacion
positiva y sobreexpresion de PAX2 suprime la expresion del gen supresor de tumor DEFB1. Para investigar esto, el
cultivo primario hepitelial de prostata normal hPrEC se traté con Angll y se examinaron los niveles de expresion tanto
de PAX2 como de DEFB1. Se descubrié una relacién inversa entre la expresion de DEFB1 y PAX2 en células de
préstata normales frente a células de cancer de prostata. HPrEC no tratadas mostraron una expresién de PAX2
relativa de 10% en comparacion con la expresion en células de cancer de préstata PC3. Por el contrario, el PAX2 no
tratado mostré solamente una expresion de DEFB1 relativa de 2% en comparacion con la expresion en hPrec.
Después de 72 horas de tratamiento con 10 uM de Angll, habia una disminucion de 35% en la expresion de DEFB1
en comparacion con hPrEC no tratado y a las 96 horas habia una disminucién de 50% en la expresion de DEFB1 en
comparacion con células hPrEC no tratadas. Sin embargo, habia un aumento de 66% en la expresion de PAX2 a las
72 horas y a las 96 horas habia un aumento de 79% en la expresion de PAX2 en comparacion con células hPrEC no
tratadas. Ademas, el aumento en la expresion de PAX2 en hPrEC después de 72 horas era de 77% de los niveles
de PAX2 observados en las células de cancer de préstata PC3. Después de 96 horas del tratamiento con Angll, la
expresion de PAX2 era de 89% de la expresién de PAX2 en PC3. Estos resultados demuestran que la sefializacion
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desregulada de RAS suprime la expresion de DEFB1 mediante la regulacion positiva de la expresion de PAX2 en
células de proéstata.

Discusién

[0351] El sistema de renina-angiotensina Angll es un regulador importante de la presion sanguinea y la homeostasis
cardiovascular y esta reconocido como un potente mitégeno. Ang Il media sus efectos biolégicos mediante la unién a
dos subtipos de receptores, AT1R y AT2R que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G
pero que tienen diferente distribucién tisular y rutas de sefalizacion intracelular. La regulacion positiva de AT1
proporciona una considerable ventaja a células cancerosas que han aprendido a evadir la apoptosis y elementos
reguladores del crecimiento. Ademas, se ha detectado la expresion aumentada de AT1R en tejido de cancer de
prostata en comparacion con los niveles de expresion en prostata humana normal.

[0352] Ahora se ha establecido bien que AT1R induce proliferacion celular en una diversidad de modelos celulares,
que incluyen células cancerosas humanas, activando diversas cascadas intracelulares de proteina quinasas
asociadas habitualmente con estimulacion con factor del crecimiento. Lo que es aun mas importante, AT1R
transactiva el EGFR en células de céancer de préstata, conduciendo a activacion de quinasa regulada
extracelularmente (ERK), fosforilacion de transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3). La
transactivacion mediada por AT1R de EGFR es particularmente pertinente para el cancer debido a que la
amplificacion de EGFR esta frecuentemente asociada con progresién tumoral. De hecho ahora se estan
desarrollando estrategias eficaces anticancerosas usando anticuerpos monoclonales para el EGFR tales como
Herceptin® (Genentec, Inc.).

[0353] Se ha centrado un interés reciente en el posible papel de farmacos antihipertensivos en la terapia
anticancerosa. Por ejemplo, el uso de ACE en modelos de animales de experimentacion indica un efecto protector
de estos farmacos contra desarrollo del tumor. Ademas, Los y Candesartan que son ambos antagonistas de AT1R,
se ha demostrado que reducen el crecimiento y la vascularizacion del tumor en modelos de xenoinjerto de células de
cancer de prostata humano. Ademas se ha detectado la regulacion positiva de ACE en hipertrofia prostatica
benigna. PAX2 estaba regulada positivamente en regiones benignas de pacientes con PIN y cancer de préstata. Por
lo tanto, es plausible que PAX2 sea un acontecimiento de inicio en la patobiologia de cancer de préstata y pueda ser
una diana de quimioprevencion viable para la prevencion del desarrollo de cancer de prostata.

[0354] La inhibiciéon de la apoptosis es un factor fisiopatoldgico critico que contribuye al desarrollo de cancer de
prostata. A pesar de avances significativos en los productos terapéuticos del cancer se ha realizado poco progreso
en el tratamiento de enfermedad avanzada. Dado que la carcinogénesis es una enfermedad de progresion multi-
anual, multi-etapa, multi-ruta, la quimioprevencion mediante el uso de farmacos u otros agentes para inhibir, retrasar
0 invertir este proceso se ha reconocido como un area muy prometedora de la investigacién del cancer. El
tratamiento farmacoldgico exitoso para la quimioprevencion de cancer de prostata requiere el uso de productos
terapéuticos con efectos especificos sobre células dianas mientras que se mantengan minimos efectos clinicos
sobre el hospedador con el objetivo global de suprimir el desarrollo del cancer. Por lo tanto, la comprensién de los
mecanismos en la carcinogénesis de estadio temprano es critica en la determinacion de la eficacia de un tratamiento
especifico. La significacion de la expresion aberrante de PAX2 y su anulacién de apoptosis, con contribucion
posterior a la formacion de tumor, sugiere que puede ser una diana adecuada para el tratamiento del cancer de
préstata. PAX2 estaba regulado por el AT1R en cancer de prostata (Figura 26). En esto, la sefializacion desregulada
de RAS dio como resultado expresion del oncogén PAX2 aumentada y una disminucién en la expresion del supresor
tumoral DEFBL1. Por lo tanto, el uso de antagonistas de AT1R disminuye la expresion de PAX2 y da como resultado
muerte de células de cancer de préstata aumentada mediante re-expresién de DEFB1 (Figura 27). Estos resultados
ofrecen un hallazgo novedoso de que abordando la expresion de PAX2 mediante la ruta de sefalizacion de renina-
angiotensina, la ruta de AMP quinasa u otros procedimientos que implican la inactivacion de la proteina PAX2 (es
decir, vacunacién con anticuerpos anti-PAX2) puede ser una diana viable para la prevencion del cancer (Tabla 7).

Tabla 7. Compuestos utilizados para inhibir la expresion de PAX2 para la quimioprevencion

NOMBRE Clase de farmaco
Farmaco 1 . Blogueante  del receptor de
Losartan ! . i
angiotensina de tipo 1
Farmaco 2 PD123319 Bloqueant_e de_l receptor de
angiotensina de tipo 2
Farmaco 3 u0126 Inhibidor de MEK
Farmaco 4 PD98059 Inhibidor de MEK/ERK
Farmaco 5 AICAR Inductor de AMP quinasa
Diana Funcion del farmaco
Farmaco A Anticuerpos anti-PAX2 Vacuna de PAX2
Farmaco B Angiotensinégeno Inhibidor de la ruta renina-Angll
Farmaco C Enzima conversora de angiotensina  Inhibidor de la ruta renina-Angli
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9. Ejemplo 9: Nivel de expresion PAX2-DEFB1 como una herramienta de clasificacion para tejido de préostata
y predictor del desarrollo de cancer de préstata

Materiales y procedimientos

[0355] Andlisis de QRT-PCR: Se recogieron secciones de prostata de pacientes que se sometieron a
prostatectomias radicales. Después de la examinacién patolégica se realizé microdiseccion de captura de laser para
aislar areas de tejido normal, proliferativo, neoplasia intraepitelial (PIN) y canceroso. Se realizé6 QRT-PCR como se
ha descrito previamente para evaluar la expresion. Se us6 la expresion de DEFBI y PAX2 en cada regién y GAPDH
como un control interno.

[0356] Recogida de sangre y aislamiento de ARN: Para QRT-PCR se recogi6 sangre (2,5 ml) de cada individuo en
un tubo para ARN de sangre PAXgene™ (QIAGEN) siguiendo el Protocolo del fabricante. Se mezclé sangre
completa de forma exhaustiva con reactivo de estabilizacion PAXgene y se almacend a temperatura ambiente
durante 6 horas antes de la extraccion de ARN. Después se extrajo el ARN total usando el kit de ARN de sangre
PAXgene™ de acuerdo con las direcciones del fabricante (QIAGEN). Para eliminar el ADN genémico contaminante,
las muestras de ARN total absorbidas a la columna de centrifugacion del sistema de ARN de sangre PAXgene™ se
incubaron con ADNasa | (QIAGEN) a 25 °C durante 20 min para eliminar el ADN gendmico. El ARN total se eluyd,
cuantificé y se realiza QRT-PCR como se ha mencionado previamente para comparar las proporciones de expresion
de PAX2 y DEFBL1.

Resultados

[0357] EI andlisis de QRT-PCR de tejido normal de LCM demostrdé que los pacientes con niveles de expresion
relativa de DEFB1 superiores a 0,005 tienen una menor puntuacion de Gleason en comparacion con los que tienen
niveles de expresion inferiores a 0,005 (Figura 28A). Si existe una relacion inversa entre la expresion de DEFB1 y la
puntuacién de Gleason. Por el contrario, habia una correlacién positiva entre la expresién de PAX2 y la puntuacion
de Gleason en tejido maligno de préstata 'y PIN (Figura 28B).

[0358] Los niveles de expresién de PAX2 y DEFBL1 en tejidos normales, PIN y cancerosos de pacientes separados
se calcularon y compararon (Figura 29). En total, los niveles de expresion de PAX2 con respecto al control interno de
GAPDH variaron entre 0 y 0,2 en tejido (benigno) normal, 0,2 y 0,3 en PIN y entre 0,3 y 0,5 en tejido (maligno)
canceroso (Figura 30). Para DEFB1 habia una relacion inversa en comparacion con PAX2. En este caso, los niveles
de expresion de DEFB1 con respecto al control interno de GAPDH variaron entre 0,06 y 0,005 en el tejido (benigno),
normal 0,005 y 0,003 en PIN y entre 0,003 y 0,001 en tejido (maligno) canceroso. Por lo tanto se desvela una escala
predictiva (PRD) que utiliza la proporcion de expresion PAX2-DEFB1 como un pronosticador de tejido de préstata
benigno, precanceroso (PIN) y maligno. Los tejidos con proporciones de PAX2-DEFB1 entre 0 y 39 baséndose en la
DPF representaran normal (patolégicamente benigno). El tejido con una proporcién de PAX2-DEFB1 entre 40 y 99
representaran PIN (pre-canceroso) basandose en la escala de DPF. Finalmente, el tejido con una proporcion de
PAX2-DEFB1 entre 100 y 500 seran maligno (cancer de grado bajo alto).

Conclusién

[0359] Actualmente existe una necesidad critica de biomarcadores predictivos para el desarrollo de cancer de
préstata. Se sabe que la aparicion del cancer de préstata tiene lugar mucho antes de que la enfermedad sea
detectable mediante los procedimientos actuales de exploracion tales como el ensayo de PSA o el examen digital
rectal. Se piensa que un ensayo fiable que podria controlar la progresion y la aparicion temprana de cancer de
prostata reduciria en gran medida la tasa de mortalidad mediante un tratamiento mas eficaz de la enfermedad. En la
presente memoria se desvela un indice predictivo para permitir a los facultativos saber bastante antes el estado
patoldgico de la préstata. EI DPF mide la disminucion en la proporcion de la expresion de PAX2-DEFB1 asociada
con progresion de enfermedad de prostata. Esta medida potente no puede predecir solamente la probabilidad de
que un paciente desarrolle cancer de préstata, sino que también puede precisar la aparicion temprana de cancer
pre-maligno. Finalmente, esta herramienta puede permitir a los facultativos segregar qué pacientes tienen
enfermedad mas agresiva de los que no la tienen.

[0360] La identificacion de marcadores especificos de cancer se ha utilizado para ayudar a identificar células
tumorales circulantes (CTC). También existen pruebas emergentes que demuestran que la deteccion de células
tumorales diseminadas en sangre periférica puede proporcionar datos clinicamente importantes para estadificacion
del tumor, prondstico e identificacion de marcadores sustitutos para la evaluacién temprana de la eficacia de la
terapia adyuvante. Ademas, comparando el perfil de expresién génica de todas las células circulantes se puede
examinar la expresion de los genes DEFB1 y PAX2 que desempeiian un papel en la “inmunovigilancia” y
“supervivencia de cancer’, respectivamente, como un pronosticador para la deteccion temprana del cancer de
préstata.
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10. Ejemplo 10: Andlisis funcional del péptido de defensa del hospedador defensina beta humana 1: nueva
percepcion de su potencial papel en cancer

Materiales y procedimientos

[0361] Cultivo celular: las lineas celulares de cancer de préstata se obtuvieron de la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (Manassas, VA). Se cultivaron células DU145 en medio de DMEM, PC3 y PC3/AR+ se cultivaron en
medio F12 y LNCaP se cultivaron en medio RPMI (Life Technologies, Inc., Grand Island, NY). El medio de cultivo
para las tres lineas se complementd con suero fetal bovino a 10% (v/v) (Life Technologies). El cultivo primario de
hPreC se obtuvo de Cambrex Bio Science, Inc. (Walkersville, MD) y las células se cultivaron en medio basal de
epitelio de prostata. Todas las células se mantuvieron a 37 °C y COz a 5%.

[0362] Muestras tisulares y microdiseccion con captura de laser: se obtuvieron tejidos de prostata de pacientes que
proporcionaron un consentimiento informado antes de someterse a prostatectomia radical. Se adquirieron muestras
a través del banco de tumor del Centro de Cancer Hollines de acuerdo con un protocolo aprobado por una Comision
de revision institucional. Esto incluyd directrices para el procesamiento, seccion, caracterizacion histoldgica,
purificacion de ARN y amplificacion por PCR de las muestras. Las muestras de prostata recibidas de los cirujanos y
patélogos se congelaron inmediatamente en compuesto OCT. Cada bloque de OCT se cortd para producir
secciones seriadas que se tifieron y examinaron. Se identificaron las &reas que contenian células benignas,
neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cadncer y se usaron para guiar la seleccion de los inventores de regiones de
porta-objetos no tefiidos usando el sistema Arcturus PixCell Il (Sunnyvale, CA). Los tapones que contenian material
capturado se expusieron a 20 pl de lisado del kit de aislamiento de ARN Arcturus Pico Pure y se procesaron
inmediatamente. La cantidad y calidad del ARN se evalu6 usando conjuntos de cebadores que producen amplicones
5'. Los conjuntos incluyen aquellos para la proteina ribosémica L32 (el amplicon 3' y el amplicon 5' estan alejados
298 bases), para la glucosa fosfato isomerasa (alejada 391 bases) y para la glucosa fosfato isomerasa (alejada 842
bases). Las proporciones de 0,95 a 0,80 se obtuvieron de forma rutinaria para estos conjuntos de cebador usando
muestras de una diversidad de tejidos preparados. Muestras adicionales de tumor y normales se diseccionaron
macroscopicamente por patologos, se congelaron instantdneamente en nitrégeno liquido y se evaluaron para la
expresion de hBD-1y cMYC.

[0363] Clonacién del gen hBD-1: Se gener6 ADNc de hBD-1 se a partir de ARN mediante PCR de transcripcion
inversa usando cebadores generados a partir de la secuencia publicada de hBD-1 (nimero de acceso U50930)
(Ganz, 2004). Los cebadores de PCR se disefiaron para contener sitios de restriccién Clal y Kpnl. Los productos de
PCR de hBD-1 se sometieron a digestion de restriccion con Clal y Kpnl y se ligaron en un vector de clonacion TA.
Después, el vector TA/hBD1 se introdujo mediante transfeccion en la cepa XL-1 Blue de E. coli mediante choque
térmico y se seleccionaron y expandieron clones individuales. Los plasmidos se aislaron mediante Midiprep de ADN
de cultivo celular (Qiagen, Valencia, CA) y la integridad de secuencia se verific6 mediante secuenciacion
automatizada. Después, el fragmento del gen hBD-1 se ligd en el pTRE2 digerido con Clal y Kpnl, que sirvié como
un vector intermedio con fines de orientacion. La construccion pTRE2/hBD-1 se digirié con Apal y Kpnl para escindir
el inserto de hBD-1. El inserto se ligé en el vector pIND del sistema de expresién inducible por ecdisona (Invitrogen,
Carlsbad, CA) también se digirié dos veces con Apal y Kpnl. La construccion se introdujo mediante transfeccion en
E. coli y se seleccionaron y expandieron clones individuales. Los plasmidos se aislaron y se verific6 de nuevo la
integridad de secuencia de pIND/hBD-1 mediante secuenciacién automatizada.

[0364] Transfeccion: Se sembraron células (1 x 106) sobre placas de Petri de 100 mm y se cultivaron durante una
noche. A continuacién, las células se introdujeron mediante co-transfeccion usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
con 1 pg de plasmido pvgRXR, que expresa el receptor de ecdisona heterodimérico y 1 pg de la construccion de
vector pIND/hBD-1 o el vector de control pIND/B-galactosidasa (3-gal) en medio Opti-MEM (Life Technologies, Inc.).
Se determind la eficacia de transfeccion induciendo la expresion de B-gal con Ponasterona A (PonA) y tincion de
células con un kit de deteccién de B-galactosidasa (Invitrogen). La evaluacién de la eficacia de transfeccion mediante
el recuento de colonias que se tifieron en positivo (azul) demostr6 que 60-85% de las células expresd B-
galactosidasa para las lineas celulares.

[0365] Inmunocitoquimica: para verificar la expresion de proteina hBD-1 se sembraron células DU145 y hPrEC en
portaobjetos de cultivo de 2 camaras (BD Falcon, Estados Unidos) con 1,5-2 x 10* células por camara. Las células
DU145 transfectadas con pvgRXR en solitario (control) o con el plasmido hBD-1 se indujeron durante 18 horas con
medio que contenia Pon A 10 uM, mientras que las células no transfectadas recibieron medio de cultivo fresco.
Después de la induccion, las células se lavaron en PBS 1 x y se fijaron durante 1 h a temperatura ambiente con
paraformaldehido a 4%. Después, las células se lavaron seis veces con PBS 1 x y se bloquearon en PBS 1 x
complementado con BSA a 2%, suero normal de cabra a 0,8% (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) y Triton-X
100 a 0,4% durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacion, las células se incubaron durante una noche en
anticuerpo policlonal primario de conejo anti-BD-I humano (PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ) diluido 1:1000 en
solucion de bloqueo. Después de esto, las células se lavaron seis veces con solucion de bloqueo y se incubaron
durante 1 h a temperatura ambiente en anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de conejo (H + L) Alexa Fluor 488
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con una dilucién de 1:1000 en solucion de bloqueo. Después de lavar las células con solucién de blogueo seis veces
se montaron cubre portaobjetos con Gel Mount (Biomeda, Foster City, CA). Finalmente, las células se visualizaron
bajo contraste de interferencia diferencial (DIC) y con excitacion con laser a 488 nm. La sefial fluorescente se
analiz6 mediante microscopia confocal (Zeiss LSM 5 Pascal) usando una lente de aceite DIC 63x con un médulo de
exploracion de laser Vario 2 RGB. Las imagenes digitales se exportaron a Software Photoshop CS (Adobe Systems)
para procesamiento de imagenes y presentacion en copia impresa.

[0366] Aislamiento de ARN y RT-PCR cuantitativa: se realiz6 QRT-PCR como se ha descrito previamente (Gibson et
al.,) 2007. En resumen, el ARN total (0,5 ug por reaccion) de secciones titulares se sometid a transcripcion inversa
hasta ADNc usando cebadores aleatorios (Promega). Se realiz6 QRT-PCR de dos etapas en ADNc generado
usando la transcriptasa inversa MultiScribe del sistema de transcripcién inversa TagMan y la mezcla madre de PCR
SYBR Green (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los pares de cebadores para hBD-1 y c-MYC se generaron a
partir de las secuencias publicadas (Tabla 7). Se realizaron cuarenta ciclos de PCR en condiciones convencionales
usando una temperatura de hibridacion de 56,4 °C para hBD-1 y c-MYC y 55 °C para PAX2. Ademas, la B-actina
(Tabla 7) se amplific6 como un gen constitutivo para normalizar el contenido inicial de ADNc total. La expresion
génica en muestras de préstata benigna se calculé como la proporcion de expresion en comparacion con B-actina.
Los niveles de la expresion de hBD-1 en tejido de prdstata maligno, cultivo primario de préstata hPREC y lineas
celulares de cancer de prostata antes y después de la induccion se calcularon con respecto al nivel promedio de la
expresion de hBD-1 en células hPrEC. Como un control negativo se realizaron también reacciones de QRT-PCR sin
molde de ADNc. Todas las reacciones se procesaron un minimo de tres veces.

[0367] Ensayo de viabilidad celular de MTT: para examinar los efectos de hBD-1 sobre el crecimiento celular se
realizé el ensayo metabdlico de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil tetrazolio (MTT). Las células DU145,
LNCap, PC3 y PC3/AR+ introducidas mediante co-transfeccion con el plasmido pvgRXR y la construccion
pIND/hBD-1 o el plasmido de control pygRXR se sembraron en una placa de 96 pocillos con 1-5 x 10° células por
pocillo. Veinticuatro horas después de la siembra se afiadi6 medio del cultivo fresco que contenia Pon A 10 uM
diariamente para inducir la expresion de hBD-1 durante 24, 48 y 72 horas, después de lo cual se realizé el ensayo
de MTT de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Promega). Las reacciones se realizaron tres veces por
triplicado.

[0368] Andlisis de la integridad de membrana: Se realizo la tincion doble con naranja de acridina (AO)/bromuro de
etidio (EtBr) para identificar los cambios en la integridad de la membrana celular asi como de las células apoptéticas
tiiendo la cromatina condensada. El AO tifie células viables y células apoptéticas tempranas, mientras que EtBr tifie
células apoptoticas de estadio tardio que tienen membranas comprometidas. En resumen, las células PC3, DU145 y
LNCaP se sembraron en portaobjetos de cultivo de 2 camaras (BD Falcon). Las células transfectadas con plasmido
vacio o plasmido hBD-1 se indujeron durante 24 o 48 h con medio que contenia Pon A 10 uM, mientras que las
células de control recibieron medio de cultivo fresco en cada punto de tiempo. Después de la induccion, las células
se lavaron una con PBS vy se tifieron con 2 ml de una mezcla (1:1) de solucion de AO (Sigma, St. Louis, MO) y EtBr
(Promega) (5 ug/ml) durante 5 min y se lavaron de nuevo con PBS.

[0369] La fluorescencia se visualizd con un Microscopio Confocal de Exploracion con Laser Zeiss LSM 5 Pascal
Vario 2 (Carl Zeiss). La rueda de color de excitacion contiene bloqueos de filtro BS505-530 (verde) y LP560 (rojo)
gue permitio la separacion de luz verde emitida de AO en el canal verde y luz roja de EtBr en el canal rojo. La salida
de potencia del laser y los ajustes de control de la ganancia en cada experimento individual fueron idénticas entre
las células de control e inducidas con hBD-1. La excitacion se proporcioné con un laser de gas mixto Kr/Ar con
longitudes de onda de 543 nm para AO y 488 nm para EtBr. Los portaobjetos se analizaron con aumento de 40 x y
las imagenes digitales se almacenaron como archivos TIFF no comprimidos y se exportaron a software Photoshop
CS (Adobe systems) para procesamiento de imagenes y presentacioén en copia impresa.

Tabla 7. Secuencias de cebadores de QRT-PCR
Con sentido (5' -3 ) Antisentido (5' -3 )
B-actina | CCTGGCACCCAGCACAAT (SEC ID N° 30) GCCGATCCACACGGAGTACT (SEC ID N° 32)

o
hBD-1 TCAGCAGTGGAGGGCAATG (SEC ID N° 60) (C;STCTGTAACAGGTGCCTTGAAT (SEC ID N

cMYC ACAGCAAACCTCCTCACAGCC (SEC ID N° 62) TGGAGACGTGGCACCTCTTG (SEC ID N° 63)

Secuencias de nucleétidos de cebadores usados para amplificar hBD-1, cMyc, PAX2 y B-actina

[0370] Citometria de flujo: Se cultivaron células PC3 y DU145 transfectadas con el sistema de expresion de hBD-1
en placas de 60 mm y se indujeron durante 12, 24 y 48 h con Pon A 10 uM. Después de cada periodo de incubacién,
el medio se recogio de las placas (para conservar cualquier célula desprendida) y se combin6 con PBS usado para
lavar las placas. Las células unidas restantes se recogieron mediante tripsinizacién y se combinaron con las células
desprendidas y PBS. Después, las células se sedimentaron a 4 °C (500 x g) durante 5 min, se lavaron dos veces en
PBS y se resuspendieron en 100 pl de tampdn de unién de anexina 1x (Hepes/NaOH 0,1 M a pH 7,4, NaCl 1,4 M,
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CacCl2 25 mM) que contenia 5 ul de anexina V-FITC y 5 ul de PI. Las células se incubaron a TA durante 15 min en la
oscuridad, después se diluyeron con 400 pl de tamp6n de unién de anexina 1x y se analizaron mediante FACscan
(Becton Dickinson, San José, CA). Todas las reacciones se realizaron tres veces.

[0371] Deteccién de caspasa: La deteccién de la actividad de caspasa en las lineas celulares de cancer de prostata
se realiz6 usando un kit de deteccion de caspasa de carboxifluoresceina APO LOGIX™ (Cell Technology, Mountain
View, CA). Las caspasas activas se detectaron mediante el uso del péptido fluorometil cetona marcado con
carboxifluoresceina (FAMVAD-FMK) que se une irreversiblemente a caspasas activas. En resumen, las células
DU145y LNCaP (1,5-3 x 105) que contenian el sistema de expresién de hBD-1 se sembraron en placas de fondo de
vidrio de 35 mm (Matek, Ashland, MA) y se trataron durante 24 h solamente con medio o con medio que contenia
Pon A como se ha descrito previamente. A continuacién, 10 ul de una dilucion de trabajo 30 x de FAM-VAD-FMK se
afadieron a 300 ul de medio y se afiadieron a cada placa de 35 mm. Después, las células se incubaron durante 1 h
a 37 °C con CO; a 5%. El medio se aspird y las células se lavaron dos veces con 2 ml de un tamp6n de lavado de
dilucion de trabajo 1 x. Las células se visualizaron con contraste de interferencia diferencial (DIC) o con excitacion de
laser a 488 nm. La sefial fluorescente se analizé mediante microscopia confocal como se ha descrito anteriormente.

[0372] Silenciamiento con ARNip de PAX2: Se realiz6 la anulacién con ARNip y verificacion como se ha descrito
previamente (Gibson et al., 2007). En resumen, un grupo de cuatro ARNip complementarios dirigidos a ARNm de
PAX2 humano (N° de acceso NM 003989.1) se sintetizaron (Dharmacon Research, Lafayette, CO, Estados Unidos).
Ademas, un segundo grupo de cuatro ARNip no especifico se us6 como un control negativo para ensayar la
especificidad de ARNip de PAX2. Las moléculas de ARNip se recubrieron con reactivo de transfeccion CodeBreaker
(Promega, Inc.) de acuerdo con las direcciones del fabricante antes del tratamiento.

[0373] Andlisis estadistico: Se realizd6 el andlisis estadistico usando el ensayo t de Student para valores
desapareados. Se determinaron los valores de P mediante un célculo de dos lados y se consideré un valor P inferior
a 0,05 estadisticamente significativo. Las diferencias estadisticas se indican mediante asteriscos.

Resultados

[0374] Expresion de hBD-1 en tejido de préstata: 82% de las secciones titulares congeladas de cancer de préstata
analizadas mostraron poca o ninguna expresion de hBD-1 (Donald et al., 2003). Para comparar los niveles de
expresion de hBD-1, se realiz6 analisis de QRTPCR en tejido de préstata normal obtenido mediante diseccion
macroscopica o LCM de tejido de prostata normal adyacente a regiones malignas que se eligieron aleatoriamente.
En este caso se detect6 hBD-1 en todas las muestras clinicas normales diseccionadas macroscépicamente con un
intervalo de expresiéon que representa aproximadamente una diferencia de 6,6 veces en los niveles de expresion
(Fig. 31A). Las muestras tisulares normales capturadas con LCM expresaron hBD-1 a niveles en un intervalo que
representa una diferencia de 32 veces en la expresion (Fig. 31B). El emparejamiento de los nimeros de muestra con
los correspondientes perfiles de paciente mostré que en la mayoria de los casos, el nivel de expresién de hBD-1 era
mayor en muestras de pacientes con una puntuacion de Gleason de 6 que en muestras de pacientes con una
puntuacion de Gleason de 7. Ademas, una comparacion de los niveles de expresion de hBD-1 en tejido obtenido
mediante diseccion macroscopica y LCM del mismo paciente, N° 1343, demostr6é una diferencia de 854 veces en la
expresion entre las dos técnicas de aislamiento. Por lo tanto, estos resultados indican que LCM proporciona una
técnica mas sensible para evaluar la expresion de hBD-1 en tejido de préstata.

[0375] Expresion de hBD-1 en lineas celulares de prostata: Para verificar la regulacion positiva de hBD-1 en las
lineas celulares de cancer de préstata después de la transfeccion con el sistema de expresion de hBD-1, se realizo
QRTPCR. Ademas se realizaron también controles negativos sin molde y los productos de amplificacion se
verificaron mediante electroforesis en gel. En este caso, la expresion de hBD-1 era significativamente menor en las
lineas celulares de cancer de prostata en comparacion con las células hPrEC. Después de un periodo de induccion
de 24 h, los niveles de expresion relativa de hBD-1 aumentaron significativamente en DU145, PC3 y LNCaP en
comparacion con las lineas celulares antes de la induccién con hBD-1 (Fig. 32A).

[0376] A continuacién la expresion de proteina de hBD-1 se verific6 en células DU145 transfectadas con el sistema
de expresion de hBD-1 después de la induccion con Pon A mediante inmunocitoquimica. Como un control positivo
se examinaron también las células epiteliales de prostata hPrEC que expresan hBD-1. Las células se tifieron con un
anticuerpo primario contra hBD-1 y se control6 la expresion de proteina basandose en la fluorescencia verde del
anticuerpo secundario (Fig. 32B). El analisis de las células bajo DIC verifica la presencia de células hPrEC y células
DU145 inducidas para la expresion de hBD-1 a las 18 horas. La excitacion con el laser confocal a 488 nm produjo
fluorescencia verde mostrada indicando la presencia de proteina hBD-1 en hPrEC como un control positivo. Sin
embargo, no habia fluorescencia verde detectable en células de DU145 de control y células DU145 inducidas con
plasmido vacio demostrando que no habia expresion de hBD-1. El analisis confocal de células DU145 inducidas
para expresion de hBD-1 mostr6é fluorescencia verde indicando la presencia de proteina hBD-1 después de la
induccion con Pon A.
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[0377] La Expresion de los resultados hBD-1 en cuanto a la viabilidad celular disminuida: se realizé ensayo MTT
para valorar el efecto de la expresion de hBD-1 sobre la viabilidad celular relativa en lineas de células cancerosas de
prostata DU145, PC3, PC3/AR+ y LNCaP. El analisis MTT con el vector vacio no mostr6 cambio estadistico
significativo en la viabilidad celular. Veinticuatro horas después de induccién con hBD-1, la viabilidad celular relativa
fue de 72% en las células DU145 y de 56% en las células PC3, y después de 48 h la viabilidad celular se redujo a
49% en las células DU145 y a 37% en células PC3 (Fig. 33A). Después de 72 h de inducciéon con hBD- 1, la
viabilidad celular relativa disminuyé adicionalmente a 44% en células DU 145 y 29% en células PC3. De manera
inversa, no hubo efecto significativo sobre la viabilidad de las células LNCaP. Para evaluar si la resistencia a la
citotoxicidad de hBD-1 observada en LNCaP era debida a la presencia de receptor de andrégenos (RA), se examind
la citotoxicidad de hBD-1 en células PC3 con la expresién ectépica de RA (PC3/AR+). En este caso, no hubo
diferencia entre células PC3/AR+ y células PC3. Por lo tanto, los datos indican que hBD-1 es especificamente
citotoxico contra células cancerosas de prostata de fase tardia.

[0378] Para determinar si los efectos de hBD-1 sobre PC3 y DU145 eran citoestaticos o citotoxicos, se realizd
andlisis FACS para medir la muerte celular. En condiciones de crecimiento normales, mas de 90% de cultivos PC3 y
DU145 fueron viables y no apoptéticos (cuadrante izquierda inferior) y no se tifieron con anexina V o PI (Fig. 4).
Después de inducir la expresion de hBD-1 en células PC3, la cantidad de células que experimentaban apoptosis
precoz y apoptosis/necrosis tardia (cuadrantes izquierdo inferior y superior, respectivamente) fue de un total de 10%
alas 12 h, 20% a las 24 h'y 44% a las 48 h. Para las células DU145, la cantidad de células que experimentaban
apoptosis precoz y apoptosis/necrosis tardia fue de un total de 12% después de 12 h, 34% a las 24 h y 59%
después de 48 h de induccién. No se observé aumento en la apoptosis en las células que contenian plasmido vacio
después de induccién con Pon A. Estudios de captacion de anexina V y yoduro de propidio demostraron que hBD-1
tenia actividad citotéxica contra células cancerosas de prostata DU145 y PC3 y los resultados indican apoptosis
como un mecanismo de muerte celular.

[0379] hBD-1 produce alteraciones en la integridad de la membrana y activacion de caspasa: Se investigo si la
muerte celular observada en células cancerosas de prostata después de induccion con hBD-1 es apoptosis mediada
por caspasa. Para entender mejor los mecanismos celulares implicados en la expresiéon de hBD-1, se realizaron
analisis microscépicos de laser confocales (Fig. 5) en células DU145 y LNCaP inducidas para la expresion de hBD-
1. La activacion pan-caspasa se controlé basédndose en la unién y escisién de FAM-VAD-FMK de fluorescencia
verde contra caspasas en células que activamente experimentaban apoptosis. El andlisis de células con DIC mostro
la presencia de células control DU145 (Fig. 5A) y LNCaP (Fig. 5E) viables a las 0 horas. La excitacion mediante laser
confocal a 488 nm no produjo tincion verde detectable lo que indica que no habia actividad caspasa en células
DU145 (Fig. 5B) o LNCaP (Fig. 5F) control. Después de la induccion durante 24 h, las células DU145 (Fig. 5C) y
LNCaP (Fig. 5G) fueron de nuevo visibles con DIC. El analisis confocal con fluorescencia revel6 tincion verde en
células DU145 (Fig. 5D) indicando una actividad pan-caspasa después de la induccion de la expresion de hBD-1.
Sin embargo no hubo tincion verde en células LNCaP (Fig. 5H) inducidas para la expresion de hBD-1. Por lo tanto, la
muerte celular observada después de induccién de hBD-1 es apoptosis mediada por caspasa.

[0380] EI mecanismo propuesto de actividad antimicrobiana de péptidos de defensina es la alteracion de la
membrana microbiana debido a la formacion de poros (Papo y Shai, 2005). Para determinar si la expresion de hBD-1
modificaba la integridad de membrana modificada, la captacion de EtBr se examin6 mediante andlisis confocal.
Células intactas se tifieron de verde debido a AO que es permeable a membrana, mientras que Unicamente células
con membranas plasmaticas comprometidas se tifieron de rojo debido a la incorporacion de EtBr impermeable a la
membrana. Las células de control DU145 y PC3 se tifieron positivamente con AO y emitieron color verde, pero no se
tiieron con EtBr. Sin embargo, la induccion de hBD-1 tanto en células DU 145 como PC3 dio como resultado la
acumulacién de EtBr en el citoplasma a las 24 h como se indica mediante la tincion de rojo. A las 48 h, DU145y PC3
poseian nlcleos condensados y aparecian amarillos debido a la colocalizacion de tincién verde y roja procedente de
AO y de EtBr, respectivamente. De manera inversa, no hubo modificaciones observables con respecto a la
integridad de membrana en las células LNCaP después de 48 h de induccidon como se indica mediante fluorescencia
verde positiva con AO, pero carecian de fluorescencia EtBr roja. Este hallazgo indica que las alteraciones con
respecto a la integridad y permeabilizacion de membrana en respuesta a la expresion de hBD- 1 difieren entre
células cancerosas de prostata de fase precoz y tardia.

[0381] Comparacién de niveles de expresion de hBD-1 y cMYC: Se realiz6 QRT-PCR sobre secciones de tejido de
préstata LCM procedentes de tres pacientes (Fig. 34). En el paciente N° 1457, la expresion de hBD-1 mostré un
aumento de 2,7 veces de normal a PIN, una disminucién de 3,5 veces de PIN a tumor y una disminucion de 9,3
veces de normal a tumor (Fig. 34A). Del mismo modo, la expresién de cMYC siguié un modelo de expresion similar
en el paciente N° 1457 en el que la expresion disminuyd 1,7 veces de normal a PIN, 1,7 veces de PIN a tumoral y
2,8 veces de normal a tumoral (Fig. 34B). Ademas, hubo disminucion estadisticamente significativa en la expresion
de cMYC en los otros dos pacientes. El paciente N° 1569 tuvo una disminucion 2,3 veces de normal a PIN mientras
que en el paciente N° 1586 hubo una disminucién de 1,8 veces de normal a PIN, una disminucion 4,3 veces de PIN
a tumoral y una disminucion de 7,9 veces de normal a tumoral.
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[0382] Induccion de la expresion de hBD-1 después de inhibicion con PAX2: Para examinar adicionalmente la
funcién de PAX2 en la regulacion de la expresion de hBD- 1, se utiliz6 ARNip para inactivar la expresion de PAX2 y
se realizd6 QRT-PCR para controlar la expresion de hBD-1. El tratamiento de células hPrEC con ARNip de PAX2 no
mostro efectos sobre la expresion de hBD- 1 (Fig. 35). Sin embargo, la disminucion de la expresién de PAX2 dio
como resultado un aumento de 42 veces en LNCaP, un aumento de 37 veces en PC3 y un aumento de 1026 veces
en la expresion de DU145 de hBD-1 en comparacién con células no tratadas. Como control negativo, las células se
trataron con ARNip no especifico que no tenia efectos significativos sobre la expresién de hBD-1.

11. Ejemplo 11: La inhibicién de la expresion de PAX2 da como resultado rutas de muerte celular alternativas
en células de cancer de prostata diferentes en estado de p53

Materiales y procedimientos

[0383] Lineas celulares: Se obtuvieron las lineas celulares cancerosas PC3, DU145 y LNCaP, todas ellas difiriendo
en el estado mutacional p53 de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Rockville, MD, Estados Unidos). Se
cultivaron células PC3 en medio F-12, DU145 en DMEM y LNCaP en RPMI todo complementado con suero fetal
bovino a 10% (v/v). La linea celular epitelial de prdstata HPrEC se obtuvo a partir de Cambrex Bio Science, Inc.,
(Walkersville, MD) y se cultivaron en medio basal de epitelio prostatico. Las células se conservaron a 37 °C en CO2
a 5%.

[0384] Silenciamiento del ARNip de PAX2: Para conseguir un silenciamiento génico eficaz, se sintetizé un conjunto
de cuatro ribonucledtidos de interferencia cortos complementarios (ARNip) que dirigen el ARNm de PAX2 (N° de
acceso NM_003989.1) (Dharmacon Research, Lafayette, CO, Estados Unidos). Para garantizar la especificidad, los
ARNip se disefiaron para regiones diana Unicas hacia la secuencia PAX2 para impedir una disminucion de la
expresion posterior de otros miembros de la familia PAX. Ademas, se usé un segundo conjunto de cuatro ARNip
como un control interno para someter a ensayo la especificidad de los ARNip de PAX2. Dos de las secuencias que
se sintetizaron dirigieron el ARNm de GL2 luciferasa (N° de acceso X65324), y los otros dos dirigieron un ARNm de
PAX2 distorsionado (Tabla 9).

[0385] Andlisis de Western: En breve, se recogieron células por tripsinizacion y se lavaron dos veces con PBS. El
tampon de lisis se preparé de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Sigma) y después se afiadio a las
células. Después de un periodo de incubacion de 15 minutos a 4 °C en un agitador orbital, se recogieron los lisados
celulares y se centrifugd durante 10 minutos a 12.000 g para sedimentar los desechos celulares. El sobrenadante
gue contenia la proteina se recogié después y se cuantificd. Después, se cargaron 25 pg de extracto de proteina
sobre un gradiente SDS-PAGE a 8-16% (Novex). Después de electroforesis, las proteinas se transfirieron a
membranas de PVDF, y después se bloguearon con leche deshidratada no grasa a 5% en TTBS (Tween a 0,05% y
Tris-Cl 100 mM) durante 1 h. Después de las transferencias se sondaron con anticuerpo primario de conejo anti-
PAX2 (Zymed, San Francisco, CA) a una dilucién 1:1000. Después del lavado, las membranas se incubaron con
anticuerpo anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (dilucién 1:5000; Sigma), y la deteccion de
sefial se visualizd usando reactivos quimioluminiscentes (Pierce) sobre un Alpha Innotech Fluorchem 8900. Como
control, las transferencias se separaron y volvieron a sondarse con anticuerpo primario de raton anti-B-actina
(1:5000; Sigma-Aldrich) y anticuerpo secundario anti-ratén conjugado con HRP (1:5000; Sigma-Aldrich) y de nuevo
se visualizd la deteccion de sefial.

Tabla 8. Mutacion del gen p53 en lineas celulares de cancer de prostata
Linea Cambio de Cambio de - .
o L Estado génico Referencia
celular | nucledtidos aminoacidos
DU 145 |CCT-CTT Pro-Leu Gananqg/perdlda Tepper et al. 2005; Bodhoven
de funcion et al. 2003
GTT-TTT Val-Phe
PC3 Delecionado a C, Cambio de fase Sin actividad Isaacs et al. 1991
GCC-GC '
LNCaP S.'n delecion, tipo - Funcion normal Carroll et al. 1993
silvestre
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Tabla 9. Secuencias de ARNip de PAX2

Secuencia | Sentido (5-3’) Antisentido (5’-3’)

A GAAGUCAAGUCGAGUCUAUUU (SEC ID AUAGACUCGACUUGACUUCUU (SEC ID Ne:
N°: X) X)

B GAGGAAACGUGAUGAAGAUUU (SEC ID AUCUUCAUCACGUUUCCUCUU (SEC ID Ne:
Ne: X) X)

c GGACAAGAUUGCUGAAUACUU (SEC ID N°: | GUAUUCAGCAAUCUUGUCCUU (SEC ID Ne:
X) X)

D CAUCAGAGCA-CAUCAAAUCUU (SEC ID GAUUUGAUGUGCUCUGAUGUU (SEC ID
N°: X) N°: X)

[0386] Microscopia de contraste de fases: Se analizo el efecto de la disminucién de PAX2 en el nimero de células
por microscopia de contraste de fase. En este caso, se sembraron 1-2 x 10* células durante una noche sobre placas
de cultivo de seis pocillos (BD Falcon, Estados Unidos). Después las células se trataron solo con medio, ARNip no
especifico como control negativo o ARNip de PAX2 y se dejé incubar durante 6 dias. Después las células se
observaron con un microscopio invertido Zeiss IM 35 (Carl Zeiss, Alemania). Se obtuvieron fotografias de contraste
de fase de un campo de células usando la cAmara SPOT Insight Mosaic 4.2 camera (Diagnostic Instruments,
Estados Unidos).

[0387] Ensayo de citotoxicidad MTT: Se diluyeron suspensiones de células DU145, PC3 y LNCaP y se sembraron
sobre una placa de 96 pocillos a 1-5 x 10° células por pocillo. A continuacion las células se transfectaron, de acuerdo
con el protocolo del fabricante (Promega), con 5 pg/célula del conjunto de ARNip de PAX2, conjunto de ARNip
control o solo reactivo de transfeccién Codebreaker. Se dej6é que todas las células creciesen durante 2, 4 o 6 dias
después del tratamiento. Después se determiné la viabilidad celular midiendo la conversién de bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2il]-2,5 difenil tetrazolio, MTT (Promega) a un producto de formazéan coloreado. La absorbancia se ley6 a
540 nm sobre un espectrofotémetro de barrido multipocillo.

[0388] Deteccidn pan-caspasa: La deteccion de la actividad caspasa en las lineas celulares de cancer de prostata se
realizé usando el kit de deteccién de Caspasa APO LOGIX™ con Carboxifluoresceina (Cell Technology, Mountain
View, CA). Se detectaron caspasas activas con un inhibidor FAMVAD-FMK que se unia de manera irreversible a
caspasas activas. Brevemente, 1-2 x 10* células se sembraron en placas sobre discos de micropocillos de fondo de
vidrio de 35 mm (Matek, Ashland, MA) y se trataron solo con medio o con ARNip de PAX2 como se ha descrito
previamente. A continuacion, se afiadié a cada disco de 35 mm 300 pl de fluorometilcetona peptidica marcada con
carboxifluoresceina (FAM-VAD-FMK) y se incubd durante 1 h a 37 °C con CO a 5%. Finalmente, las células se
lavaron dos veces con 2 ml de tampdn de lavado, y se observaron con un contraste de interferencia diferencial (DIC)
0 con excitacion laser a 488 nm. La sefial fluorescente se analiz6 usando un microscopio confocal Zeiss LSM 5
Pascal con un Médulo de Barrido por Laser Vario 2 RGB.

[0389] RT-PCR cuantitativa en tiempo real: Para verificar cambios en la expresion génica después de disminucion
de la expresion de PAX2 en lineas celulares PC3, DU145 y LNCaP, se realiz6 RT-PCR cuantitativa en tiempo real.
Se recogieron aproximadamente 1 x 10° células por tripsinizacion y las células se aclararon en PBS. Después las
células se lisaron y se aisl6 ARN total por centrifugacion a través de columnas de centrifugacion usando el Sistema
de Aislamiento de ARN Total SV (Pro-mega). Se generé ADNc (0,5 pg por reaccién) por transcripcion inversa
mediante el cebador Oligo (dT) 15 (Promega) y enzima Transcriptasa Inversa Il AMV (500 U por reaccion; Promega)
para la sintesis de la primera cadena y ADN Polimerasa Tfl para la sintesis de la segunda cadena (500 U por
reaccion; Promega) siguiendo el protocolo del fabricante. Tipicamente, se usaron 50 pg de cada ADNc por PCR
resultante. Se realizaron dos etapas de QRT-PCR en ADNc generado usando la Transcriptasa Inversa MultiScribe
del Sistema de Transcripcion Inversa TagMan y la Mezcla Maestra de PCR SYBR Green (PE Biosystems). Se
generaron los pares de cebadores para BAX, BID, BCL-2, AKT y BAD a partir de las secuencias publicadas (Tabla
10). Las reacciones se realizaron en una Placa de Reaccion de 96 pocillos MicroAmp Optical (PE Biosystems). Se
realizaron cuarenta ciclos de PCR en condiciones normales usando una temperatura de hibridacion de 60 °C. La
cuantificacion se determiné por el nimero de ciclo en el que comenzé una amplificacion exponencial (valor umbral) y
se realizo el promedio a partir de los valores obtenidos de las repeticiones por triplicado. Hubo una relacién inversa
entre el nivel de mensaje y el valor umbral. Ademas, se us6 GAPDH como un gen constitutivo para normalizar el
contenido inicial de ADNc total. Se calculd la expresion relativa como la proporcion entre cada uno de los genes y
GAPDH. Todas las reacciones se realizaron por triplicado.
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Tabla 10. Cebadores cuantitativos de RT-PCR
Sentido (5’-3’) Antisentido (5’-3’)
CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA (SEC ID |TCTAGACGGCAGGTCAGGTCAACC (SECID
GAPDH - ’
N°: 16) N°: 20)
CTCAGGCCTATGCAAAAAGAGGA (SEC ID GCCCTCCCTCCAAAGGAGAC (SEC ID Ne:
BAD .
N°: 17) 21)
AACCTACGCACCTACGTGAGGAG (SEC ID CGTTCAGT CCAT CCCATTTCT G (SEC ID
BID . i
N°: 18) NO: 22)
BAX GACACCTGAGCTGACCTTGG (SEC ID Ne: GAGGAAGTCCAGTGTCCAGC (SEC ID Ne:
19) 23)
TATGATACCCGGGAGATCGTGATC (SEC ID | GTGCAGATGCCGGTTCAGGTACTC (SEC ID
BCL-2 ) .
N©: 65) N°: 66)
AKT TCAGCCCTGGACTACCTGCA (SEC ID Ne: GAGGTCCCGGTACACCACGT (SEC ID Ne:
67) 68)

[0390] Ensayo de permeabilidad de membrana: Se realizé tincién dual con naranja de acridina (AO)/bromuro de
etidio (EtBr) para identificar cambios en la integridad de la membrana celular, asi como células apoptoticas tifiendo la
cromatina condensada. Las células viables tefiidas con AO, asi como células apoptoticas tempranas, mientras que
las células apoptoticas en fase tardia se tefilan con EtBr que tenian la integridad de membrana comprometida.
Brevemente, se sembraron células PC3 y LNCaP en portaobjetos de cultivo con dos camaras (BD Falcon) y las
células se transfectaron con ARNip de PAX2, ARNip no especifico o solo con medio. Después del tratamiento, las
células se lavaron una vez con PBS y se tifieron con 2 ml de una mezcla de solucién de AO (1:1) (Sigma, St. Louis,
MO) y EtBr (Promega) (5 pg/ml) durante 5 min. Después de la tincion, las células se lavaron de nuevo con PBS. La
fluorescencia se observd mediante un Microscopio Confocal de Barrido Laser Zeiss LSM 5 Pascal Vario 2 (Carl
Zeiss). La rueda de color de excitacion contenia bloques de filtro BS505-530 (verde) y LP560 (rojo) lo que permitié la
separacion de luz verde emitida de AO en el canal verde y luz roja de EtBr en el canal rojo. En cada experimento
individual los ajustes de control de ganancia y rendimiento de intensidad laser fueron idénticos entre las células
tratadas con control y ARNip de PAX2. La excitacion se proporciond mediante un laser gaseoso mixto de Kr/Ar a
longitudes de onda de 543 nm para AO y 488 nm para EtBr. Los portaobjetos se analizaron con un aumento de 40X
y las imagenes digitales se guardaron como archivos TIFF no comprimidos y se exportaron al Programa Informético
Photoshop CS (Adobe Systems) para el procesamiento de las imagenes y la presentacion de copias impresas.

[0391] Andlisis estadistico: Las diferencias estadisticas se evaluaron usando el ensayo de la t de Student para
muestras no relacionadas. Los valores P se determinaron mediante un calculo de dos colas, y un valor de P menor
de 0,05 se considerd estadisticamente significativo.

Resultados

[0392] Andlisis de la expresion de la proteina PAX2 en células de prostata: La expresion de la proteina PAX2 se
examin6d mediante analisis de Western en cultivo primario de prdstata HPrEC y en lineas celulares de cancer de
prostata LNCaP, DU145 y PC3. En este caso, se detectd proteina PAX2 en todas las lineas celulares de cancer de
prostata (Fig. 36A). Sin embargo, no pudo detectarse proteina PAX2 en HPrEC. Se separaron transferencias y se
volvieron a sondar mediante (-actina como control interno para garantizar una carga igual. La expresion de la
proteina PAX2 también se control6 después de direccion selectiva e inhibicion mediante ARNip especifico de PAX2
en las lineas celulares de cancer de préstata DU145, PC3 y LNCaP. Se proporcioné a las células una sola ronda de
transfeccién con el conjunto de ARNip de PAX2 durante un periodo de tratamiento de 6 dias. La proteina PAX2 se
expresoO en células de control tratadas solo con medio. La direccion especifica del ARNm de PAX2 se confirmé
observando la disminucion de la expresion de la proteina PAX2 en las tres lineas celulares (Fig. 36B).

[0393] Efecto de la disminucion de la expresion de PAX2 en el crecimiento de células de cancer de prdéstata: El
efecto de ARNip de PAX2 sobre el nimero de células y viabilidad celular se analiz6 usando microscopia 6ptica y
andlisis MTT. Para examinar el efecto del ARNip de PAX2 sobre el nimero de células, lineas celulares PC3, DU145
y LNCaP se transfectaron solo con medio, ARNip no especifico o ARNip de PAX2 durante un periodo de 6 dias.
Cada una de las lineas celulares alcanz6 una confluencia de 80-90% en discos de cultivo de 60 mm que solo
contenian medio. El tratamiento de las lineas HPrEC, DU145, PC3 y LNCaP con ARNip no especifico parecia tener
poco o ningun efecto sobre el crecimiento celular en comparacién con células tratadas solo con medio (Figs. 38A,
38C y 38E, respectivamente). El tratamiento de la linea celular nula para PAX2 HPrEC con ARNip de PAX2 parecié
no tener efecto significativo sobre el crecimiento celular (Fig. 37B). Sin embargo, el tratamiento de las lineas
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celulares de cancer de préstata DU145, PC3 y LNCaP con ARNip de PAX2 dio como resultado una disminucion
significativa en el niumero de células (Figs. 38D, 38F y 38H, respectivamente).

[0394] Efecto de disminucién de la expresion de PAX2 sobre la viabilidad de células de cancer de préstata: La
viabilidad celular se midié después de 2-, 4- y 6-dias de exposicién. La viabilidad en porcentaje se calcul6 como la
proporcion de la absorbancia a 570-630 nm de células tratadas con ARNip de PAX2 dividida entre células de control
no tratadas. Como controles negativos, se midio la viabilidad celular después de cada periodo de tratamiento con
ARNip no especifico, de control negativo o solo con reactivo de transfeccion. La viabilidad celular relativa se calcul6d
dividiendo el porcentaje de viabilidad después de tratamiento con ARNip de PAX2 entre el porcentaje de viabilidad
después del tratamiento con ARNip no especifico (Fig. 38). Después de 2 dias de tratamiento, la viabilidad relativa
fue de 116% en DU145, de 81% en PC3 y de 98% en LNCaP. Después de 4 dias de tratamiento, la viabilidad celular
relativa disminuy6 a 69% en DU145, 79% en PC3 y 80% en LNCaP. Finalmente, a los 6 dias la viabilidad relativa fue
de 63% en DU145, 43% en PC3 y 44% en LNCaP. Ademas, la viabilidad celular también se midié después de
tratamiento solo con reactivo de transfeccion. En este caso cada linea celular no mostré disminucion significativa en
cuanto a la viabilidad celular.

[0395] Deteccidn de la actividad pan-caspasa. La actividad caspasa se detecté mediante andlisis microscépico laser
confocal. Se trataron células LNCaP, DU145 y PC3 con ARNip de PAX2 y la actividad se controlé basandose en la
union de péptido marcado con FAM a caspasas en células sometidas activamente a apoptosis que emitieron
fluorescencia verde. El andlisis de células solo con medio muestra la presencia de células LNCaP, DU145 y PC3
viables, respectivamente. La excitacion por laser confocal a 488 nm no produjo tincién verde detectable lo que indica
que no hay actividad caspasa en las células no tratadas (Figs. 39A, 39C y 39E, respectivamente). Después de 4
dias de tratamiento con ARNip de PAX2, las células LNCaP, DU145 y PC3 con fluorescencia presentaron tincion
verde lo que indicaba actividad caspasa (Figs. 39B, 39D y 39F, respectivamente).

[0396] Efecto de la inhibicion de PAX2 sobre factores apoptéticos: Se trataron células LNCaP, DU145 y PC3 con
ARNip contra PAX2 durante 4 dias y la expresion de factores pro y antiapoptéticos se midid mediante QRTPCR.
Después de la disminucién de la expresion de PAX2, andlisis de BAD revel6 un 2 veces en LNCaP, 1,58 veces en
DU145y 1,375 en PC3 (Fig. 40A). Los niveles de expresion de BID aumentaron 1,38 veces en LNCaP y 1,78 veces
en DU145, mientras que no hubo diferencias significativas en BID observado en PC3 después de suprimir la
expresion de PAX2 (Fig. 40B). El analisis del factor antiapoptético AKT reveld una disminucion de 1,25 veces en la
expresion en LNCaP y disminucion de 1,28 veces en DU145 después del tratamiento, pero no se observaron
cambios en PC3. (Fig. 40C).

[0397] Andlisis de integridad de membrana y necrosis: La integridad de membrana se controlé6 mediante andlisis
confocal en células LNCaP, DU145 y PC3. En este caso, células intactas se tifieron de verde debido a AO que es
permeable a membrana, mientras que las células con membranas plasmaticas comprometidas se tefiirian de rojo
debido a la incorporacion de EtBr impermeable a membrana en el citoplasma y de amarillo debido a la colocalizacion
de AO y EtBr en el nicleo. Las células LNCaP, DU145 y PC3 no tratadas se tifieron positivamente con AO y
emitieron color verde pero no se tifieron con EtBr. Después de la disminucién de la expresion de PAX2 no hubo
modificaciones observables con respecto a la integridad de membranas en células LNCaP como indica la
fluorescencia verde positiva con AO y ausencia de fluorescencia con EtBr rojo. Este hallazgo indica adicionalmente
gue las células LNCaP pueden experimentar apoptosis pero no muerte celular necrética después de disminucion de
la expresién de PAX2. De manera inversa, la disminucion de la expresién de PAX2 en DU145 y PC3 dio como
resultado la acumulacion de EtBr en el citoplasma como se indica mediante la tincion roja. Ademas, tanto DU145
como PC3 poseian nucleos condensados que aparecian amarillos debido a la colocalizacién de tincion verde y roja
de AO y EtBr, respectivamente. Estos resultados indican que DU145 y PC3 se someten a una ruta de muerte celular
alternativa que implica muerte celular necrética comparada con LNCaP.
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G. Secuencias

[0399]

1.SEC ID N°: 1

CCTTG

2. SECID Ne°: 2

AUAGACUCGACUUGACUUCUU

3. SECID N°: 3

GAGGAAACGUGAUGAAGAUUU

4. SECID N°: 4

AUCWCAUCACGUUUCCUCUU

5.SECID N®: 5

GGACAAGAWGCUGAAUACUU

6. SEC ID N°: 6

GUAUUCAGCAAUCUUGUCCUU
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7.SECIDN°: 7

CAUCAGAGCACAUCAAAUCUU

8. SECID N°: 8

GAUUUGAUGUGCUCUGAUGUU

9. SECID N° 9

CTCCCTTCAGTTCCGTCGAC

10. SEC ID N°: 10

CTCCCTTCACCTTG GTCG AC

11. SEC ID N°: 11

CTCCCTTCACTCTG GTCGAC

12. SEC ID Ne°: 12
ACTGTGGCACCTCCCTTCAGTTCCGTCGACGAGGTTGTGC
13. SEC ID Ne°: 13
ACTGTGGCACCTCCCTTCACCTTGGTCGACGAGGTTGTGC
14. SEC ID N°: 14
ACTGTGGCACCTCCCTTCACTCTGGTCGACGAGGTTGTGC
15. SEC ID N°: 15

GAAGUCAAGUCGAGUCUAUUU

16. SEC ID N°: 16

CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA

17. SEC ID N°: 17

CTCAGGCCTATGCAAAAAGAGGA

18. SEC ID N°: 18

AACCTACGCACCTACGTGAGGAG

19. SEC ID N°: 19

GACACCTGAGCTGACCTTGG

20. SEC ID Ne°: 20

TCTAGACGGCAGGTCAGGTCAACC

21. SECID N°: 21

GCCCTCCCTCCAAAGGAGAC

22. SEC ID Ne9: 22

CGTTCAGTCCATCCCATTTCTG

23. SEC ID N°: 23

GAGGAAGTCCAGTGTCCAGC

24. SEC ID N°: 24

AGAAGTTCACCCTTGACTGT

25. SEC ID Ne9: 25

AGAAGTTCACGTTCCACTGT

26. SEC ID N°: 26

AGAAGTTCACGCTCTACTGT

27. SEC ID N°: 27
TTAGCGATTAGAAGTTCACCCTTGACTGTGGCACCTCCC
28. SEC ID N°: 28
GTTAGCGATTAGAAGTTCACGTTCCACTGTGGCACCTCCC
29. SEC ID Ne°: 29
GTTAGCGATTAGAAGTTCACGCTCTACTGTGGCACCTCCC
30. SEC ID Ne°: 30

CCTGGCACCCAGCACAAT

31.SEC ID N°: 31
GTTGCCTGCCAGTCGCCATGAGAACTTCCTAC

32. SEC ID N°: 32

GCCGATCCACACGGAGTACT

33. SEC ID N°: 33
TGGCCTTCCCTCTGTAACAGGTGCCTTGAATT

34. SEC ID N°: 34 (gen, promotor y exén 1 de proteina de caja emparejada (PAX2) de Homo sapiens;

REFERENCIA L09748 AF433639)

MDMHCKADPFSAMHRHGGVNQLGGVFVNGRPLPDVVRQRIVELAHQGVRPCDISRQLRVSHGCVSKILGRYY
ETGSIKPGVIGGSKPKVATPKVVDKIAEYKRONPTMFAWEIRDRLLAEGICDNDTVPSVSSIN

35. SEC ID Ne°: 35 (gen, promotor y exon 1 de proteina de caja emparejada (PAX2) de Homo sapiens;

REFERENCIA L09748 AF433639)
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6l
121
lal
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321

ttcececcottt
acacacacac
ncctagctcc
ggctecagge
acgeceettt
ttccctgegt
cetgoeoott
tgtggcgegco
aggcggncgc
ggaaacttaa
cgegetcace
cctctggtct
cgececegge
tgtggaggta
cgatgaggece
cactcagcct
ggccaggtgg
gygtggcttoct
ccctcctteg
ttgactgatt
cgggatttee
ctggctgaayg
g99g9tgggc
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ccangagggc
acacacacac
tctgaccega
tggacgtagy
cctogggeet
tagggtoctt
gggectoccea
tcttcgcoctg
gecgeggatg
ngecggttet
cegeggggac
cccagecttit
Egtecgectge
acgcegggga
gegggctceg
ccocttooga
ggacttcgge
cagttccctco
agcctoctee
aactgcaggt
ttcectaggt
aggaccgege
agtgaggaat

Ctaatcecgtt
acacacggcc
ggccccaaga
cggaggegge
ctcocttgtet
tgtctccage
gatetetetg
ctecteacat
gatccgagac
tcegececte
cctttecttt
ggagtggert
ccccacecte
cgtcocotgggt
ggccggetge
ctctctegee
ttcgecacaaa
ggraactcte
cagccaggeog
cctgggagaa
ctocgecaat
ctgaggecac
ttaaccgateo
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gcgegcgceygce
cccatagcca
eggogggcac
aggagtggac
cagccagecg
cacctogeaqg
gegggtooce
ncacacagct
ggtagatttg
tncaactatg
tectgtattt
cecetggecct
cgcaggtcec
cagcctgcac
taagagagtt
cggectaggg
ccageceette
taaggtcctc

acgeggacac
cegraacictr
aggaacccct
aaacocagge
ctctcgecee
cctgtececg
ctgocttace
gctgggagag
gtgeeggetce
nccagcogegyg
cggetgogge
gcactcegtt
acggtegegg
cgteteccte
aatcattact
gaggagggga
caggccteec
tttcttcoece

tctoeccace
coaactteet
gggccagote
aattaaccecg
ctctageage

gtetoctgte
ttgtttggaa
ctoecgacygy
gctgttggtg
tgegetggty

Acacacacac
cagcagcagn
gggacgtcct
gggteccacg
tggtececte
cctegdegge
agereocegge
gaggaaggaa
gcaaactetg
ceeggtogeg
tgtttcgett
ccctttegge
cggegatgac
gaccacagcee
tegococagega
ggggacagct
agagacaggt
tecotgtetet
cgctokgget
ccggaccgga
ttttggegga
gtggtggttg
cagtigggag



—3081_trooogeggoc.coccteogiol caccaaggot cagoogoecti cocaagotac tggaggoogg

gggggtgcag
aaacctggac
<gcggg9agg
ctgccctace
aaagctggcc
tgattagete
ackgagtcte
ctgtgggoty
caggetgtgt
agcttgttet
ctcecagett
agctggeeey
cctecaaagyy
gattaaaggg
ggaccaacag
ggagoccaaa
gagcgaggaa
ggaatgtgct
ttccaaaaaa
ggcggggaga
ctgcggaagg
geectggagt
cggttgtcag
ccagaaatga
tgcttctctt
gaacttraat
taatttcgga
ccgggaagtg

gegectgage
ttttcttege
aagggtiint
tctacacegqg
tegegeotigg
CCgCC&C cCoC
cggcagtage
goetggcagg

gggcagatca
actccccaaa

gtgtaaatgc
gttcatktag
tttggggttg
cttttgtgnn
cocooances
gcggceagty
tttggagaaa
gaatgggctg
tecagoragt
ctgggaatag
gtgtgaggac
atcctteteg
taacatagga
trttactcaca
caacttggag
ctttctcaac
gtggggttgt
actgacctta
tagecaccca
tcocagactt
gggcaaatgce
gtocegetga
acaagacgec
tctgecgeee
cgcecggaac
caagcttecge
ggagagagag
gaaaattatt
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gaagtgggaa
aggtgtggca
aatccecagt
ttagecactca
atttacteca
catggagtag
aaagaagcaa
agtggqoecct
ccagatotga
ctgttggaca
cgetatttel
tgccactaag
cctgtgaagg
ggtaaggatc
accgagcggg
tattgggaac
gcagaaatta
gtggagtgtryg
aaaaaaaaaz
gaatggggay
ggctggggtyg
gcgeogggac
azgaactitt
agctcagectg
cecttoggac
gcatttaatt
atttctaatce
gaaggaggaa

ceogagtoag
ctaggcaaga
ggaaggcanc
cacttcactt
ctrggcettag
gacacctaca
teggcoctgga
gaagggagee
gaktgcacaga
agtttatttt
ccctaggtty
aggcggacayg
ggtngtttte
tttennttgt
tccactagac
ackggatgaa
aggggttcct
gacgctaatyg
geagtgotgg
gactatcaga
aactteccage
cccaacarge
catgtcetage
gckttetteo
agacetgggg
gttcctttoca
gaggccaaag
gaggctaggc
agggaagtgg
taccccgeag
caggatceca
gootggecty
cagtagtagt
aggctecggc
tgcagacgag
cgagocgece
ttaaaacatec
tteatgaaag

tggaggagtg
tagccaatag
aacctttata
gatecciegh
taatctacta
acaagacagg
agggactgig
ttagctgtge
gccagaagta
ggacctitcac
tcagtteccke
aggeagettt
gctygggeagy
ctggaggata
cggggcenge
aaaagcagga
gggggtetta
aaattgcage
accatecteon
gaggaggagg
taagttteogy
ccagagggcg
atrtttettt
cggagetgea
tactittote
tgarecgoge
ccoteccten
ggcaggtece

ggeoectgoan
aaacygctgag
gggagcgagt
ttgcacaaca
ggegecggtg
cccagtgeag
gggcagagge
gagaaggeaa
ggcgyctaat
gectttaaat
gggggtogaa
gaaaagcaac
ttectttetc
Etkttttntn
tectatagaag
ggecagecch
aatctocagg
gggaageggce
gaagacgate
agggtetta
acacttggeg
gaaaatgctt
tggttetaga
ttcaatagtt
caaaggttac
cececagttct
caaacccgag
cctgegtett
gataggggct
gtggattaag
gcggacccag
agqeteetect
agrtaggetg
cagagggagy
ggctggagga
tttegeagac
agcttgaaag
attctoeceyg
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gcaggaggta
aaggggaaac
ggattgaagt
ttacctcettt
gagaaatgtc
cgtaattatc
tatgtagtgg
agaggtccat
ccagggaccte
tettacktete
agtagagtggy
agtggccaag
tcgcaaagac
aaggccaago
tgggagecag
aaagaagagt
gatgaaaaaa
cecatggtger
aacgtgacca
aaaggooggy
ctcoctggga
agtgagecte
ttggtgatga
gctetgttce
cecttggtte
tgtggggage
gaceeeqgte
ggccacgggy

gaagaagqaga
ccagggaact
ggcagncggg
tgcccagaaa
cgtgggtaca
agcaggcegeg
aaggttgggg
aggagccgag
gaagcaaatc
ttecgeaggy
gggccgcttt
caaccctgac
ttecttttec
ttntecetnt
aaagagaaca
tecatectgaga
gagcattact
caggaacceg
ccaggagoag
ctcecteanaa
cattaagtcee
gtigtgggca
aaaatergtg
Cacacaceca
tttagttctg
gguttaatta
agcgecatet
caacctctag
g9gaggggea
cttattgggce
gccccacagg
gaggaataag
agtcaggcag
ggagegegayg
atcteggatt
ccagggaage
tgeceaagat
gaatatttct

tagacagagg
aaaataaaac
tgagtggaaa
gtgaaagggt
tgggtttgca
cceattetac
ctgtcactte
gggtatetag
acggagetcee
tagacctgct
cecatgggeg
tggettgcat
ctecttgtgag
acgtgcgect
goceeeeggy
gagagcagga
aaaagaaagt
ccatattgeca
gagggccagg
caggageeygyg
tctgacageco
ggttagtegy
cttctaaaag
ccctetcter
taaatagctt
atttecetgyy
ctagetecee
gag9ggcgcy

ggcaaceces
g9aaaccgga
gcancgggca
cgeatttgag
ctegaggteyg
geecagecayg
gccgecagge
atccacaagy
ccgagatggg
aggegggete
gJaaaacacca
aggtcggage
cctttectct
ttaantggct
gaaaaggaqq
gcoccaggag
ctttgactet
geetggegga
gggggactet
ggtgcatgtyg
cettetctac
cccacactte
tetgtgtgga
gagacaaatt
agctecteta
cttecagtta
graggcctea
Cccaagggaa
ggcggtgagg
tctggaggat
agtgagaggc
ggcatcccaa
gtgcatereet
tecgeggcgc
cgggetgcaa
9999992939
gattttatta

tgtacttaac

gaagaacgag
aggaaggcgyg
acgeeaccete
aagagttcag
aaatgcctat
aggtgagaaa
ttcoctgtagyg
ggaggeggta
tagccctttt
qgctgggttt
gtageccacct
tgttgttget
gggaaagcta
ggactccaca
ctecacgcag
g99ag999agy
agctttaggg
ccagaagctc
cagggggaag
teaggeocttt
gagggtatgc
ctetggaget
tgggaataat
cctgecttte
tttcocctet
gagatgcatt
tagcegeteo
gctaggatgce

getttotgeo
aaacaggaga
ntggactagg
agccctggag
gggtgectat
acaaccaggc
gecctgggeaa
aagattantt
tttcagagca
cttgttitgaa
gJagagaaaag
ccgggtagtg
tectttetteo
ttcttgotte
agtcagagga
aaggcagagce
ctagacccag
agagtgagtg
caggggctac
aaggacaqggt
aaaatggaaa
atggcacteg
aggggggggy
cotggatgac
aataaggacc
gtgogtgttc
agaggaagag
ccaacctgee
agtgttttce
acaggaggga
tcagaacctc
aaaccegagt
ceceeatggta
ttecgoagyy
gagcgctgeg
agcgaaggag
agacegaggy
ccagttagga



5401
5461
5521
5581
5641
57GL
5761
5821
5891
5941
6001
606l
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6301
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321

agacaaaggyg
agtgocaaaq
cctgogetoy
ctoetoeteot
acctgcagct
gaaaccaagt
cgcoggaggt
caaggggact
getggacact
agggaaagge
gqgaactcag
gcgoggceca
cecggettea
ctgaccgete
agttttaatc
ttogecgget
cggecagccgga
gaatcacaga
gggaggggga
cgaggetoca
agotgecage
gectgocttit
cggacatecc
ggeoceggoce
geotetogga
geeoctggetg
gcococggggce
actgcggttg
geceegcccee
cectecettt
cgegetgete
cgogatgcac
coctgtcoeay
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cttetttetg
agaactgcegyg
cceccggatcee
cececcageeygyg
cegeoactgtt
cceccggetc
cttcageteg
ggggaggece
tttcogtgga
caaagggaag
agococgagagt
ggegagcact
cagoegcageg
ttratcocctea
ceggyctecc
gcteectegc
gtgacagget
gtggtggaat
ggaggtctgg
gtctceceggeo
geegetegge
tcogggggeg
caggattget
cectooeogge
tgaacaggtt
cagctqgqcage
catcctgetg
caagetocgg
cgegogogec
tctoctcaag
cecgetoctet
cgtgagtacc
t

ccrggtgegy
aggetecygyge
accgagctag
ggagagccay
tcectocect
tccocgecate
attectgaace
tgcgeacagt
atgagaagtg
gaccagaaag
ggtggagtty
ggccagtgga
cgctcegagy
totaacgttt
attceecete
tecccteoccte
cggggcccte
ctattgecett
agggggettt
gagktcttcta
teecteccte
ggggcctgge
actectetge
gcectetgac
ccaggggagce
gcgagccatyg
accgcoeage
ccaaccogga
goageagecoy
tectgaagtt
geckccccat
cgcgecogge

tgegagegga
aggagtgggy
€ageggycgy
cctegtetee
gtaceoeoctt
cgctgggtee
aagegttotyg
cgcgtggaac
g9gg99tgcgt
agaggaagga
gggctaggga
tggcaggget
ccctetgteg
atcttategy
coecggtacg
ccatttetec
ctcgocgaag
tgtctgacaa
gcagctttta
gragccgcaa
cecteceggeco
coyegogetre
caacttegen
cgeoccegee
tgagcgagtc
cgcecccagt
cccgagoece
ggageococag
ggegttcact
gagtttgaga
ggatatgcac
tcctgtoeeg

cocoagegayg
acgkececgt
cgckcagecy
cacatcctcet
ccecagtcace
caccgaggcea
gactgcccag
g99aggggac
gggtgggaag
agagccggaga
tgcgeactag
gggcgagtta
ttacctgaat
cgagtttegt
cteccctece
cteocectgee
cteggagete
gtcatccatce
gagagacaca
cccaccetgag
ctteggcoege
ceeteoocgca
aactcgccag
cogegogete
goctcocoeeg
geacccegge
gacagtggca
cgg9g9agege
catccteoct
ggegacacgg
tgcaaagcaq
gctcgagetc

caagggagcet
ggktgegect
cgtcegeage
geegoecageqg
cgagggttea
ggtgggtact
acccggtggg
aagacaaact

gtacctecgg
aggaacggaa
gcoeggggec
gaactgagag
attcattaga
ttotcagtgt
teectottee
ctccoccttge
cagecgcetggce
teccggeacy
cacogggagc
gccageccag
ggcggegtge
ggcgecacct
cacttggaga
tecgaccace
cccagcttea
ccggoocace
agttgocggee
agtgttgege
cooccacegt
cggeggegge
accecttote
tecgteccaa

36. SEC ID N°: 36 (Gen de caja emparejada 2 (PAX2) de Homo sapiens; REFERENCIA NM_003987)

MDMHCKADPFSAMHPGHAGVNOLGGVFVNGRPLPDVVROR IVELAHQGVRPCDISRQLRVSHGCVSKILGRY
YETGSIKPGVIGGESKPKVATPKVVDKIAEYKRONPTMFAWEIRDRLLAEGICDNDTVPSVSSINRIIRTEKVQ
QPFHPTPDGAGTGVTAPGHTIVPSTAS PPVSSASNDPVGSYSINGILGIPRSNGEKRKRDEVEVYTDPAHIR
GGGGLHLVWTLRDVSEGSVPNGDESQSGVDSLRKHLRADTFTOOOL EAT.DRVFERPSYPDVFQASEHI KSEQG
NEYSLPALTPGLDEVKSSLSASTNPELGSHNVSGTQTYPVVIGRDMASTTLPGYPPHVPPTGQGSYPTSTLAG
MVPGSEFSGNPYSHPQYTAYNEAWRFSNPALLSSPYYYSARAPRSAPAAARAAYDRH

37. SEC ID N°: 37 (Gen de caja emparejada 2 (PAX2) de Homo sapiens; REFERENCIA NM_003987)

1
61
121
181
241
3ol
361
421
481
541
601
661
721
781
841
201
961
1021

aggctccagt
ctgocagege
ctgcetttte
gacatcccog
cooggoctooo
ctcteggaty
cectggotgea
cooggggeca
tgcagttgca
ccogoccoeey
ctcoctttte
cqetgetece
cgatgeaccee
cectacccga
gtgacatcte
actacgagac
cgcccaaagt
gggagatteg

ctecggeoga
cgecteggete
cg9gggCcyyy
ggactgctac
ctcocoggego
accaggttec
getgcagege
ttetgetgac
agetoceggeco
cgogececyc
tecctcaagte
getectotge
agggcacggg
cgtggtgagy
ccggcagetg
cggcagcatc
ggtggacaag
agaccggetce

gtcttctege
cctoectece
ggectgacce
ttctcegeoca
cotetgaceg
aggggagcetg
gagccatgeg
egeocagece
aacccggagy
agcageceggg
ctgaagttga
ctcoceatgg
ggtgtgaace
cagcgcatceg
cgggtcagec
aageegggty
attgctgaat
ctggeegagy
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ageegeaace
tceeggeocct
gogoegetecc
acttogccaa
cooocogooce
agcgagtege
coceocagtge
cgageecoga
agccccageq
cgttcactca
gtttgagagg
atatgcactg
agctegggdy
tggagectggc
acggctgtat
tgateggtgg
acaaacgaca
geatetgtga

cacctgggge
tcggcegegg
cteecgecagg
ctegecagea
gegeogetete
cteeccecgee
acecccggece
cagtggcaag
S99agcgcaq
tectecctee
cgacacgacy
caaagcagac
ggtgtttgtg
ccaccagggt
cagcaaaate
ctecaagcecc
gaacccgact
caatgacaca

cagcccagag
cggegtgege
cgecacetoyg
cttggagagg
cgaccacege
cagctteagce
ggcecaccae
ttgcggotac
tgttgegece
ceccaccgtec
geggeggeeg
ccctteotecg
aacggccggce
gtgcggcect
ctgggcagat
aaagtggcga
atgttcgect
gtgeceageg



5

1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
is21
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701

. 2761

38. SEC ID N°: 38 (Gen de caja emparejada 2 (PAX2) de Homo sapiens, variante de transcrito b; REFERENCIA

NM_000278)

2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
aiol
336l
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3501
3961
4021
4081
4141
4201
4261

tctcettecat
aktggggctgg
ctectghtic
ggatteeteg
ctgcccacat
agggctcage
gagctgacac
cctaccetga
cceteccage
acgctgaget
acatggcgag
gctacecorac
acagcecacee
taagttcooo
cctatgaccy
ctecacateg
cctoceggec
ccocctcgaa
gocogooceca
ggggattegy
cctgcoggac
gegeggaceg
gottogotgg
gagoceogety
cgccttecayg
gaacgggetk
gecagccogea
ttooccaggg
cctcagegte
tcecettgacg
cegoccgoagy
tgcceectee
cgtetgaget
ccageccteoct
tgatggtcte
gaaagacggt
coocgoecege
cogatgtctg
cgcccattaa
attacgaaayg
goctgtettg
ctctocctet
totetgtoge
cooggecgee
ccectogegg
ccegtagttg
tgacgactcg
caaatccgaa
ttgagaagga
agtggececga
tgtggggcty
coggacggtt
ttttgtgeac
zadaaaaaad
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caacagaatce
gacaggagtg
cagegectcee
ctecagtggt
tagaggagat
ccccaatgga
ctteacccag
cgtecttccag
cekgaccect
gggceageaac
caccactetg
ctccacecty
ccagtacacyg
ttactattat
ccactagtta
toeoogtetg
accgocecaq
ggtcggacag
gcccogecty
cocagetegt
tcgggegega
cagogcggece
aggggetggy
cogaateect
gtgtgcoctg
tgggggegte
ccgatogage
cecagcacct
tcttccacct
ceetgeatee
accagtttee
cccgacacag
gctgeggggt
cciceggeag
tgcaaaaagg
gtgtgtegtg
coggeecegt
tgetgtgaga
agcacagcac
aaaagaaate
ttggetcttt
geececketet
tetrgtctgt
ctgtetoege
gegkgeecey
ctcttteggat
azataacaga
aaggcttgga
aaaagagaaa
acggagegac
googggcaga
ctggtctect
ataagaaata
Zaaaaa

atccggacca
accgccecty
aatgacccag
gagaagagga
ggaggtttge
gattcccaga
cagcagetgg
gcatcagage
gggcttgatg
gtgtcagaca
cctggttace
gcaggaatay
gcctacaacyg
agtgcegcee
cogeggggac
accccaccoce
ccteaccoca
gacgggtgga
ccgeecctee
cooggeoctce
cckgotggeg
cagecocggyg
coaaggagat
gggaaaaatt
tcccagaaga
aggtetttec
cggactcekeg
cctgctgoga
getggeckee
tectcooctga
atagactgceg
actctcaatc
ggaagtgagy
gaactgaaca
aacaaaacaa
tgaaggcgaa
agageceetg
gtcgecgcte
gtectygggy
tctatgoaaa
ctctgtaatt
ccteteeget
ctgtctotge
aggctagatc
cgogocoeygyg
agtggcgatg
aacaaagtca
gtocctegeoece
agagaatogt
gagggeggcg
gaccoeggac
cggccactit
aataataata

79

aagttcagea
gccacaccat
tgggatccta
aacgtgatga
atctggtcktg
gtggtgtgoga
aagetttgga
acatcaaace
aagtcaagtc
cacagacata
cececteacgt
tgcctagygag
aggcttggag
ccoggteoge
cacatcaagc
ggagggaggg
tcoccacgace
geegtgggeg
ccgectgect
accaagceag
¢gogeocggat
caccogecte
taagaagaaa
cttttccece
tggaatgggay
aaggttggga
getetteact
gacccggctc
cagtttcoceo
ctcgeageec
gactggggte
tgcoggtggt
ggctgcceac
gaaccacaaa
cacaaaagcc
acceggtgta
tegooccgeog
g§ctgg939999
aggggggcat
atgacgaaca
ccgtatttte
tcteteccee
totttocteg
cgaggtggca
gcggecgaag
cgeectgeoat
ataaagtgaa
agatctctct
ttaagggaac
agggcgccga
ccaggooecag
cagtgcgteg
ataaataaag

gcectttecac
tgttecccage
ctocatcaat
agttgaggta
gactttaaga
cagtttgcgg
tcgggtcettt
agaacagggg
gagtctatct
cccagttgtg
gccececcact
cgagttcetec
attcagcaac
cectgecget
ttcaggcocoga
aggaccgacg
cocgeoaaceo
ggaccctcag
ggactgegeg
cooccgaagee
gtttctgtga
ggacgetcag
acgactttct
agtgcecagee
gtgtggagagt
cccaaggate
gotectootg
tcagceetge
tectgecagt
categgacgce
ttectecage
aagaaccqg
teoceacteotc
aagtctacat
caccaggetg
cataacecct
gcoetgoctyg
aaggggagga
tttttatgtt
tggtecctgtg
gectttticet
tctgtctctg
gooctototee
gctccocagcee
gocgggacoge
gtetoctcac
aataaataaa
cccctgegag
ccggogeoca
ggtecggeee
gectaacctg
gttegttitg
aataaaattt

ccaacgeogg
acggcctooe
gggatceigyg
tacactgatc
gatgtgtceg
aagcacttgc
gagcgtcett
aacgagtact
gcatccacca
actggtegtyg
ggccagggaa
ggcaacecgt
cccogecttac
gctgecgety
cagcttcgge
cgacgcegatg
ttcacateac
goeogggoeo
gegeegtgag
cgeorageocac
cacacaatca
gcgecaggag
geaggaggaa
ggactgeect
cegactctag
ggggdgecca
goctgeoctag
cttgeeccta
ccttegectg
tetceccggga
agttacttga
tectgagetgg
ccateccotc
ttatttaata
ctgctttgtyg
cccectecge
tagataggce
cacagctaca
acaaasaaaa
gactectetg
cestgecect
tctctctecy
ccagaccetgg
cocgggctoge
ccogtoccge
ccgtggateg
aatccttgaa
cectttttat
gcecaggeteo
atecccagtec
ctaaatgtoc
attctrttee
tgtatgtcaa
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MDMHCKADPF SAMHPGHGGVNQLGGVFVNGRPLPDVVRORIVELAHQGVRPCDISROLRVSHGCVSKILGRY
YETGSIKPGVIGGSKPKVATPKVVDKIAEYKRONPTMFAWEIRDRLLAEGICDNDTVPSVSSINRIIRTKVQ
QPFHPTPDGAGTGVITAPGHETIVPSTASPPVSSASNDPVGSYSINGILGI PRSNGEKREKRDEDVSEGSVPHGD
SQSGVDSLRKHLRADTFTQUOLEALDRVFERPSYPDVFQASEHIKSEQGNEYSLPALTPGLDEVKSSLSAST
NPELGSNVSGTQTY PVVICGRDMASTTLPGY PPHVPPTGOGSYPTS TLAGMVPGSEFSGNPYSHEQYTAYNEA
WRFSNPALLSSPYYYSAAPRSAPAAAAAAYDRH

39. SEC ID N°: 39 (Gen de caja emparejada 2 (PAX2) de Homo sapiens, variante de transcrito b; REFERENCIA
NM_000278)

80



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
B41
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1sc1l
1861
1921
1881
2041
2101
2161
222
2281
2341
2401
2451
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
318l
3241
3301
3381
3421
3481
3541
3601
1661
azzl

aggctocagt
ctgecagoge
ctgcctttte
gacatceceeg
cocggoctoce
ctctcggatg
cctggotgea
cccggggeca
tgcagttgca
ceogeceeeyg
cteoocttite
cgetgckcce
cgatgcacce
cectaccega
gtgacatcte
actacgagac
cgoocaaagt
gggagattcg
tctettecat
atggggetag
ctectgtite
ggattcctcg
tcceocaatgg
cctteaceca
acgtctrcca
ceetgaceee
tgggcagcaa
gcaccactct
cctocaceet
cccagtacac
cttattatta
gccactagtt
gtcoocogtcet
caccgogocca
aggtcggaca
agececgect
gceccagctcog
ctegggegeg
gcagcgegge
gagaggctyay
gcogaatece
ggtgtgccct
ttgggggcgr
accgaktegag
gocoggeace
ctettocace
geeetgeate
gaccagtite
ceecgacaca
tgetgegagy
tccLecggea
ttgcaaaaaq
tgtgtgtegt
ccoggoeeccy
gtgctgtgag
aagcacagca
gaaaagaaat
gttggctett
tgcoectete
ctottgtctg
coctgtcteeg
ggcgtgcece
gctetttegy
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ctecggecga
cgeteggeto
¢ggg999cg9g
ggattgctac
cteecggoge
accaggttee
gctgcagoge
ttotgetgac
agctccggee
cgegeceoge
tecctoaagte
getectctge
agggcacggg
cgtggtgagg
ccggeagetg
cggeagcatce
ggtggacaayg
agaccggcte
caacagaate
gacaggagtg
cagecgectee
ctccaatggt
agattcoccag
gcagcagety
ggcatcagag
tgggottgar
cgtgtcaggce
gcctggttac
ggcaggaatg
ggeetacaac
tagtgoegee
accgceaggga
gaccecaces
gectcaccec
ggacgggatyg
geecgeeeete
tcceggecte
acctgetgge
ccagecccedg
gocaaggaga
tgggaaaaat
gtcccagaag
caggtcttte
ceqgactete
tectgetgeg
tgctggecte
cteerecety
catagactgc
gactctcaat
tggaagtggg
ggaactgaac
gaacaaaaca
gtgaaggega
tagagtccet
agtegecget
cgteetgggg
ctctatgcaa
tctoctgtaat
tectoteoge
teotgtotetg
caggctagat
dJcgegooccyg
tagtggegat

gtettetoge
cetocetece
gacctggeec
ttctctgera
cctctgaccd
aggagagetg
gagccatgeg
cgcccagecce
aacccggagg
ageageeggg
ctgaagttga
ctcceceatgg
ggtgtgaacc
cagcgeateyg
cgggtecagec
aageogggtq
attgctgaat
ctggecgagg
aktccggacca
accgeoecctg
aatgacccag
gagaagagga
agtggtgtgg
gaagctttgg
cacatcaaat
gaagtcaagt
acacagacat
ccecctoacg
gtgectggga
gaggcttgga
cceocggtocy
ccacatcaag
cggagagagg
atceccacgac
ageegtgggc
cocgectgec
caccaagcca
gogegecgga
goaccegect
ttaagaagaa
tcttttecce
atggaatggg
caaggttggg
ggctotteac
agaccecggcet
ccagtttcoce
actegeages

ggactggggt
ctgcoggtyg
gggcetgocca
agaaccacaa
acacaaaagc
aacceggtgt
gteogooogee
cactgggggy
gaggggggca
aatgacgaac
tcegkgtett
ttetetecce
ctctttocte
ccgaggtagce
ggcggcecgaa
gegeeoetgea

81

agecgraace
tccegqeoct
gegegeteec
acttcgccaa
ceoecgeseo
agegagtegc
cceccagtge
cgagccccga
agceccageg
cgttcactea
gtttgagagg
atatgeacty
agetegggyy
tagagetgygce
acggcgtgt
tgatcggtgg
acaaacgaca
geatectgtga
aagttcagca
gccacaccat
tgggatccta
aacgtgatga
acagtttgeg
atcgggtcet

cagaacaggg.

cgagtotate
acccagttgt
tgeccccecac
gcgagttctc
gattcagcaa
ccoctgoege
cttcaggceg
gaggacegac
CCCoYCaace
gggaccctea
tggactgege
gccocogaage
tgtttctatg
cggacgcteyg
aacgactttc
cagtgccage
ggtgtggggg
acccaaggat
tgctectect
ctcageectg
ctoctgecag
ceatcggacy
cttectecag
taagaaccgg
ctecacteock
aaagtctaca
ccaccagget
acataaccee
ggccctgoet
gaaggggagg
tttittatgt
atggtcctgt
cgetrtttee
ctctgteotot
ggcctctete
agctccagee
ggeegggeeg
tgtctcotca

cacctgggge
tcggecaceg
ctceegeagg
ctcgecagcea
gegegetcte
ctcecococogec
acccocggecc
cagtggcaag
gggagcgceag
toctecctee
cgacacggeg
caaagcagac
ggtgtttgeg
ccaccagggt
cagcaaaatc
ctccaagecc
gaacccgact
caatgacaca
gcctttceac
tgttccocage
ctccatcaat
agatgtgtet
gaagcacttg
tgagcgteet
gaacgagtac
tgratcoacce
gactggtegt
tggccaggga
cggcaacccg
cccogectta
tgctgoecgcet
acagcttcgg
gegacgogat
cttcacatca
ggcccgggcec
ggecgeegtga
ccgoccagcca
acacacaatc
ggcgccagga
tgeaggagga
cggactgecc
tcecggotcota
cggggggccee
ggeotgccota
ccttgecect
tcettegect
ctcteccgay
cagttacttg
ttctgagetg
cceatcoect
tttatttaat
getgetttgt
tcecoccctecyg
gtagatacgc
acacagctac
tacaaaaaaa
ggactcectet
tccooctgoece
gtcbctcteo
cccagacctg
cccgggeteg
cocogtoccg
cccegtggate

cagccecagag
cggcgtgcgce
cgecaccteg
cttggagagyg
cgacgcacoge
cagcttcage
ggcecraccgco
ttgcggctac
tgttgeogeec
cccacegtee
geggeggecg
ccettetceg
aacggeoegge
gtgeggeoect
ctgggcaggt
aaagtggoga
atgttegecet
gtgeccageg
ccaacgeegy
acggectece
gggatcctgy
gagggctcag
cgagcetgaca
tectaccety
tcccteccag
aacectgage
gacatggega
agctacccca
tacagccacc
ctaagttcec
gcctatgacc
ccteoccacatc
gectecogge
ceococcctoga
cgeccgceccoce
gggggatteg
ccctgecgga
agcgoggace
ggcttecgetg
agagccoget
toegoetteog
ggaacgggct
agcageocege
gttecccagg
accecagege
gtocootrgac
acegeegeag
atgceccoore
gegtctgage
cocagectee
atgatggtct
ggaaagacgay
cececegeeceg
ccogetgtet
acgcccatcta
aattacgaaa
ggeotgtitt
tcteteoeeto
atctetgtcg
gocecggecge
cccoectegeg
cccegtagre
gtgacgactc



3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201

gaaataacag
aaaggcttgg
aaaaagagaa
aacggggeag

ggcegggcag
tectggtetec

cataagaaat
aaaaaaa

ES 2390 083 T3

aaacaaagtc
agtectegee
aagagaatcy
cgagggeggc
agacceegga
teggecackt
aaataataat

aataaagtga
cagatetete
tttaagggaa
gagggegeeg
ceocaggoosa
tcagtgecgee
aataaataaa

aaataaataa
tcecctgoga
cceggegeee
aggteccggece
ggcetaacet
ggttegtitt
gaacaaaatt

aaatccettga
geeocttttta
agccaggcete
catccragte
gctaaatgte
gattcttttt
ctgtatgtca

acaaatccga
tttgagaagg
cagtggeocy
ctgtggggct
cocggacggt
ctitrgtgca
aaaaaaaaaa

40. SEC ID N°: 40 (Gen de caja emparejada 2 (PAX2) de Homo sapiens, variante de transcrito ¢; REFERENCIA
NM_003988)

MDMHCKADPFSAMHPGHGGVNQLGGVFVNGRPLPDVVRORIVELAHOGVRPCDISRQLRVSHGCVSKILGRY
YETGSIKPGVIGGSKPKVATPKVVDKIAEYKRONPTMFAWEIRDRLLARGICONDTVPSVSSINRIIRTEVQ
QPFHPTPDGAGTGVTAPGHTIVPSTAS PPVSSASNDPVGSYSINGILGIPRSHGEKRKRDEDVSEGSVPNGD
SQOSGVDSLRKHLRADTFTQOQLEALDRVFERPSYPDVFQASEHIKSEQGNEYSLPALTPGLDEVKSSLSAST
NPELGSNVSGTQTYPVVTCRDMASTTLPGY PPHVPPTGQGSYPTSTLAGMVPERAVGPSSSLMSKPGRELAE
VPPCVCPTGASSPATRTATPSTRPTTRLGDSATRRPY

41. SEC ID N°: 41 (Gen de caja emparejada 2 (PAX2) de Homo sapiens, variante de transcrito ¢c; REFERENCIA
NM_003988)

82



61
121
181
241
30l
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
801
s6l

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1521
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521

aggcteoeagt
ctgccagege
ctgeetttte
gacatceceq
coeoggecktcce
ctctoggatg
cceggetgea
ccoggggeca
tgcagttgca
ceegecceeg
ctccctttte
cgetgetecc
cgatgcagcec
ccctaccoga
gtgacatcte
actacgagac
cgecccaaagt
gggagatteg
tetettoecat
atggggetgg
ctectgttice
ggattecteg
tccecaatgg
ccttcaceca
acgtctteca
ccetgaccee
taggcagcaa
gcaccactct
cctccaccck
gcaagceggg
ctccggcaac
caaccoogoe
cgetgetgee
ccgacageott
gacgcgacge
acccttcaca
tecaggeceqg
cgeggegecy
agcecgecag
gtgacacaca
tcgggegeca
ttctgcagga
agecggactg
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ctceggeoega
cgcteggcete
©g9993cagg
ggattgctac
cteccggege
accaggttce
gctgeagege
ttctgetgac
agctecggee
cgcgeccegc
tecctoaagte
gctoetctge

agggcacggyg
cgtggtgagy
ceggeagetyg
cggcageatc
ggtggacaag
agaccggete
caacagaatc
gacaggagtg
cagcgectee
ctccaatggt
agattcecag
goagcaqetg
ggcatcagag
tgggcttgat
cgtgtcagge
gcctggttac
ggcaggaatyg
gaggaagctt
ccgtacagec
ttactaagtt
getgectatg
cggectecac
gatgcetece
tcacecccet
geeggeegec
tgagggggat
ccaceetgec
atcagegegy
ggaggcttcg
ggaagagccec
cectegeoctt

gtoctcteoac
cctecectoce
ggcctggece
ttetectgeea
ccteotgacey
aggggagctyg
gageccatgceyg
cgoccageee
aacceyggagy
agcagecggyg
ctgaagttga
ctceccatgg
ggtgtgaacc
cagcgcateg
cgggtcagec
aagccgggtg
attgctgaat
ctggccgagg
atccggacca
accgeceoctg
aatgaccgag
gagaagagga
agtggtgtgg
gaagetttgg
cacatcasat
gaagtcaagt
acacagacat
ceeecteacg
gtgcctgagy
gcagaagtgce
accceccagta
cococcttatta
accgccacta
atcgtocccg
ggccaccgee
cgaaggtegg
cccagocecy
teggococage
ggactcggge
accgeagoge
ctggagggge
gctgcoegaat
ccgggtgtge

83

ageeqoaace
tcecocggooot
gcgcgeteece
actrogocaa
cCccocogocee
agecgagteoge
cceccagtge
cgageocoga
agececcageg
cgttcactca
gtttgagagy
atatgracty
agcteggggg
tggagctgge
acggetgtgt
tgatcggtgg
acaaacgaca
geatctgtga
aagttcagca
gocacaccat
tgggatccta
aacgtgatga
acagtttgog
ategggtett
cagaacaggg
cgagtctate
acccagttgt
tgceccceac
ctgcagttgy
coeetbgigt
cacggcctac
ttatagtgce
gttacegegg
tctgaccoea
ccagcctcac
acaggacygg
cctgeegece
tcgteecgge
gegacetget
ggeoecagece
tgggccaagg
ccctgggaaa
cetgteccag

cacetggage
tcggcegegy
cteccgecagy
ctogocagea
gegeogektctce
ctecocccgec
acceeggece
cagtggcaag
gggagcgcag
tcctooctee
cgacacggoyg
caaagcagac
ggtgtitgtg
ccaccagggt
cagcaaaatc
ctccaagece
gaaccegact
caatgacaca
gcctttccac
tgtteecage
ctccatcaat
agatgtgtcet
gaagcacttyg
tgagegteoct
gaacgagtac
tgcatccace
gactggteogt
tggccaggga
tecccteatce
gcaacccact
aacgaggctt
gececcecggt
ggaccacatce
ccceggaggg
cccacteecac
tggageegtg
cteceegeet
ctecaccaag
ggcgrgegcee
cgggcacccy
agattaagaa
aattctttte
aagatggaat

cageccagag
cggegtgege
cgecaccteg
cttggagagg

‘cgaccaccege

cagcttcage
ggeccacege
tEgcocggetac
tgttgcgeec
cccaccgtec
geggeggeeyg
ccettcteog
aacggeogge
gtgcggecect
ctgggcaggt
aaagtggcga
atgttegect
gtgcccageg
ccaacgoegy
agggectece
gggatcctgg
gagggctcag
cgagetgaca
teotacectg
teecteccag
aaccctgage
gacatggega
agctacccca
tccctcatga
ggagegagtt
ggagattcag
cegooeetygc
aagettcagg
agggaggace
gaccceegea
ggcgggacec
gectggactyg
ccagcecega
ggatgtttct
coteggacge
gaaaacgact
cocccagtgec
9gaggtatgy



2581
2641
2701
2761
2821
2381
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
721
37el
g4l
2901
3961
4021
4081
4141
4201
4281

gggtecgget
gateggggqg
cctggoetge
ctgeettgee
cagtcectteg
acgctctece
cagcagttac
cggttctgag
ccteccater
acattcattt
gcoctgetgcett
falale) dalalatela) A
cctgtagata
gggacacage
tgttacaaaa
tgtggactce
tectcectge
tctgtctctc
ctecccagac
gcccoogagce
ccgeccegte
tecaccegtyg
tazaaatcct
cgageeekbtt
cocagocagg
gcccatccca
cetgetaaat
tttgattoet
attttgtaty

ES 2390 083 T3

ctaggaacqy
cccageages
ctagttocee
cctacctcayg
cctgtocctt
gggaccgceyg
ctgatgecoee
ctggcgtctg
ceteccagee
aatatgatgg
tgtggaaaga
cogeccogee
cgeccegoty
tacacgccea
aaaaattacg
tctggoetgt
coectctetee
teegtetetyg
ctggcecegge
tegeececote
ccgcccogta
atcgtgacga
tgaacaaatc
ttatttgaga
cteocagigge
gtcctgtggg
gtceceggac
tttoteetgte
tcaaaaaaaa

getetagggy
cgcaccgate
agggcoecgge
cgtectettee
gacgccekge
caggaccagt
ctececegac
agctgctgeg
tecckectoeg
tctrtgeoaaa
cggtgtgtgt
cogecoeggoc
tetgtgetge
ttaaagcaca
aaagacaaga
tttgttgget
ctctgecect
tcgetetegte
cgeoctgtet
gcgggoegtgc
gttgctctet
ctcgaaataa
cgaaaaggct
aggaaaaaga
ccgaacgggg
getggeogqy
ggetetggte
gcacataaga
adaaaaaaad

cgtcaggbct
gagccggact
accteetget
acctgctgge
atcctceeee
ttccatagac
acagactcte
gggtagaagt
gcaggaactyg
aaggaacaaa
cgtgtgaagg
cegtagagte
gagagtegee
gcacgtcctg
aatctctatg
cttteteotgt
ctcteetete
ctgtctgtet
cegeaggcta
cccgogogoc
cggtragtgge
cagaaacaaa
tggagtccte
gaaaagagaa
cggegaggge
cagagacccc
toeteggcca
aataaataat

ttocaaggtt
ctcggetott
gcegagacceg
ctoccagttt
ctgactcgea
tgeggactgg
aatctgoegg
gg9ggggctgc
aacagaacca
acaacacaaa
cgaaacccgg
cctgtegece
getegetgay
§g995a99999g
caaaatgacg
aattccgtgt
cgettctete
ctgctcttte
gatcegaggt
ccgggecggoe
gatgogcoect
gtcaataaag
gcecagatcot
tegtttaagg
ggcgagggcy
ggacccaggae
citicagtgc
aataataaat

gggacecaag
cactgctect
gctotcagee
ccccteetge
gececatcgg
ggtcttecte
tggtaagaac
ccactccact
caaaaagtct
agcecaccag
tgtacataac
geeggeocetyg
gaggaaggay
gecatttttta
aacatggtee
tetogetett
cecctetgte
ctcggectct
ggcagcteca
gaaggccggg
gcatgtctec
tgaaaataaa
ctctoccetyg
gaaccceggeg
ccgaggteeg
ccaggectaa
gtcggtteogt
aasgaataaa

42. SEC ID N°: 42 (Gen de caja emparejada 2 (PAX2) de Homo sapiens, variante de transcrito d; REFERENCIA
NM_003989)

MDMHCKADPFSAMHPGHGGVNOLGGVFVNGRPLPDVVRORIVELAHQGVRPCDISROLRVSHGCVSKILGRY
YETGSIKPGVIGGSKPEVATPEKVVDKIAEYRRONPTMFAWEIRDRLLAEGICDNDTVPSVSSINRIIRTKVO
QFFHPTPDGAGTGVTAPGHTIVPSTASPPVSSASNDPVGSYS INGILGIPRSNGEKRKRDEDVSEGSVENGD
SQSGVDSLRKHLRADTFTRQOQLEATDRVFERPSYPDVFQOASEHI KSEQGNEYSLPALTPGLDEVESSLSAST
NPELGSNVSGTQTYPVVIGRDMASTTLPCYPPHVPPTGQGS Y PTSTLAGMVPGSEFSGNPYSHPQYTAYNEA
WRFSNPALLMPPPGPPLPLLPLPMTATSYRGDHIKLOQADSFGLHIVEV

43. SEC ID N°: 43 (Gen de caja emparejada 2 (PAX2) de Homo sapiens, variante de transcrito d; REFERENCIA
NM_003989)
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61
121
181
241
3ol
3el
421
481
541
601
661
721
781
841
201
951

1021
1081
1141
1201
1261

aggctccagt
ctgccagege
ctgeetLete
gacatccoeq
ceoggeteec
ctcteggatg
cctgyetgea
ccocggggeca
tgeagttgca
ceogeocecg
ctocectttte
cgctgcteee
cgatgcacce
cocctaceega
gtgacatctc
actacgagac
cgcccaaagt
gggagatteg
tetcttceoak
atggggctgy
cLcotgette
ggattceckeg
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ctceggocga
cgcteggete
cg9g9ggcaayg
ggattgctac
cteocoggege
accaggttce
getacagogo
ttctgctgac
ageteeoggec
cgegeccege
tcctoaagece
gectootcetge
agggcacgag
cgtggtgagy
ccggeagetg
cgycagratc
ggtggacaag
agaccggotce
caacagaatc
gacaggagtg
cagecgectec
ctccaatggt

gtcttetege
ccreectece
ggeotggecco
ttctoctgeoca
cectotgaceyg
aggggagetg
gageeatgeyg
cgooccagooe
aacceggagg
agcagceggyg
ctgaagttga
ctececcatgg
ggtgtgaacce
cagcgeatoyg
cgggtcagce
aagcegggtg
attgctgaat
ctggccgagy
atccggacca
accgceoecty
aatgacccag

gagaagagga

85

agccgcaacc
tcceggeect
gcgegeteooe
acttcegecaa
cooccegeeee
agogagtegce
cececagtgc
cgagccecga
agceccageg
cgttcactca
gtttgagagg
atatgcactg
agctegggag
tggagetgge
acggctgtgt
tgatcggtgg
acaaacgaca
gcatctgtga
aagttcagca
geeacaccat
tgggatccta
aacgtgatga

cacctggago
tcggeagegg
ctecegecagqg
cteogecaaca
gcgegetere
cteccocogee
acoooqggese
cagtggcaag
gggagegeagy
tocctecctee
cgacacggcy
capagcagac
ggtgtttgtg
ccaccagggt
cagcaaaatc
ctccaageoco
gaacccgact
caatgacaca
geetttocac
tgttococage
cteccatcaat
agatgtgtet

cagcccagag
cggcgtgegce
cgocaccteg
ctitggagagq
cgaccaccge
cagcttcage
ggcecacege
ttgeggctac
tgttgegece
cccacegteod
gcggoggccy
cocttetecy
aacgyccggc
gtgcggeect
ctgggcaggt
aaagtggcga
atgttcgect
gtgcccageg
ccaacgecgg
acggocoteoce
gggatcctgg
gagggcteag



1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
21sl
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
. 3001
3061
alzl
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141

tccecaatgyg
ccttcaccca
acgtcttcca
ccocetgaceee
tgggcagcaa
gcaccactct
cctecaccet
cccagkacac
cceeceggtee
accacatcaa
coggagygay
catcccacga
gagcegtggy
cocoogectge
ccaccaagcc
cgcgegecgyg
ggeacocygoe
attaagaaga
tbottttece
gaktggaatgg
ccaaggttgg
cggetcttea
gagacccggo
¢ccoccagtttee
gactogeage
cggactaggyg
tctgecagtg
ggggctgcce
cagaaccaca
aacacaaaag
aaacccggtg
tgtcgcoege
tcgetggogg
g9agg999949<c
aaatgacgaa
tteogtgtet
cttctetece
getetttect
tecegaggtgg
gg9gcgaccga
tgegeectge
caataaagtyg
ccagatctcet
gittaaggga
cgagggegec
aceccaggece
tteagtgeogt
taataaataa
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agattcccayg
gragcagctg
ggcatcagag
tgggcttgat
¢cgtgtcaqgge
gcctggttac
ggcaggaatg
ggcctacaac
geeectgecg
gcttcaggec
ggaggacoga
coocogoaac
cgggaccctc
ckggactgeyg
agececcgaag
atgtttectgt
tegqgacgete
aaacgacttt
ccagtgccag
g9gtgtgggg
gacccaagyga
ctgectectee
tcteageceet
cctectgeea
cocatoggac
tcttecteca
gtaagaacey
actccactce
aaaagtctac
¢cocaccaqge
tacataacce
cggcectger
ggaagggggyg
atttettatg
catggtcetg
togotttete
coctetgtete
cggcotetck
cagectcocage
aggcegggcc
atgtcteccte
aaaataaata
cteccectgeg
acceggogec
gaggteegge
aggcctaace
cggttegttt
agaataaaat

agtggtgtgg
gaagctttgg
cacatcaaat
gaagtcaagt
acacagacat
[adnlalalat dar-Tals |
gtgecetggga
gagqcttgga
ctgctgoege
gacagetteg
¢gogacacga
ccttcacate
aggcceeggge
cggegeegtg
coogocageo
gacacacaat

gggrgecagy
ctgcaggagg
coggactgee
gtcoggotet
toggggggee
tggcctgect
gocttgecce
gteettegec
gctetecegy
gcagttactt
gttetgaget
tcecatccce
atttatttaa
tgetgetettyg
ctegecctee
tgtagatacg
gacacageta
ttacaaaaaa
tagactccte
cteeceegeee
tgtecteteote
cococagacct
coceoegggete
geeeegtece
acccgtggat
aaaatcetkeg
agecetttet
cagccaggeth
ccatcecagt
tgctaaatgt
tgattetttt
tttgtatgtc

acagtttgcg
atcgggtott
cagaacaggg
cgagtetate
acceagtbgt
tgccocecac
gcgagttotc
gattcagcaa
tgcctatgac
gectecacat
tgecteccygy
acccecekey
cocgoogecee
agqgggattc
accctgecgg
cagcgeggac
aggetteget
aagagcccge
ctegecttee
aggaacgggc
cagcageccg
agttceecag
tacctecageg
tgtcectiga
gaccgecogea
gatgcceect
ggcgtetgag
tcccagectce
tatgatggte
tggaaagacg
gcccogecce
cccogetgto
cacgcceatt
aaattacgaa
tggcctgett
ctetetecet
cgtetctgte
ggcecggocg
geeeectcge
gccoogtagt
cgtgacgact
aacaaatcceyg
atttgagaag
ccagtggece
cctgtgaggce
ccocggacgg
tettitgtge
aaaaaaaaaa

gaagcactty
tgagcgteoct
gaacgagtac
tgeatccace
gactggtogt
tggceaggga
cggcaacecg
coceogectta
cgccactagt
cgteecegte
ceaccgecee
aaggtcggac
cageeeegee
ggcecagete
actecgggege
cgcagegegg
ggaggggety
tgccgaatece
ggatgtgcce
tttgggggcy
caccgatcga
ggcoeggeac
tctettecac
cgocctgeat
ggaccagttt
CCeCegacac
crgetgeggy
ctcctecgge
tttgcaaaaa
gtgtgtgteg
gcccggecco
tgtgctgtga
aaagcacage
agaaaagaaa
tgttggetcet
ctgoceetet
gctcttgtet
ccckgtctee
gggcgtgeee
tgetettteg
cgaaataaca
aaaaggcttg
gaazaagaga
gaacggggceyg
tggoogggca
ttctggtcte
acataagaaa
aaaaaadaa

cgagctgaca
tcetaccectyg
tccetocccay
aaccctgage
gacatggcga
agctacccca
tacagceacc
ctaatgecge
taccgcgggyg
tgacecccace
agecctcacce
aggacgggtg
tgcegeccoct
gtcocooggect
gacctgetgg
cocageccoeg
ggocaaggag
ctgggaaaaa
tgteccagaa
tcaggtettt
gccggactet
ctoctgotge
ctgetggect
cetocteocet
ccatagactg
agactctcaa
gtggaagtgg
aggaactgaa
ggaacaaaac
tgtgaaggeg
gtagagtecec
gagtcgccgc
acgreoetggy
tctctatgea
ttctctgtaa
ctcertetecg
gtectgtctet
gcaggctaga
cgocgogooce
gtagtggcega
gaaacaaagt
gagtcctoge
aaagagaatc
gcgagggcgg
gagaccccgyg
cteggecact
taaataataa

44. SEC ID N°: 44 (Gen de caja emparejada 2 (PAX2) de Homo sapiens, variante de transcrito e; REFERENCIA
NM_003990)
5

MDMHCEADPFSAMHPGHGGVROLGGVFVNGRPLPDVVRQRIVELAHQGVRPCDISROLRVSHECVSKILGRY
YETGSIKPGVIGGSKPKVATPEKVVDKIAEYKRONPTMFAWEIRDRLLAEGICDNDTVPSVSSINRIIRTKVQ
QPFHPTFDGAGTGVTAPGHTIVPSTASPPVSSASNDPVGSYSINGILGIPRSNGEKRKRDEVEVYTDPAHIR
GGGGLHLVWTLRDVSEGSVPNGDSQSCGVDSLRKHLRAD T FTQGOLEALDRVFERPSYPDVFQASEHIKSEQG
NEYSLPALTPGLDEVKSSLSASTNPELGSNVSGTQTYPVVTGRDMASTTLPGYPPHVEPTGQGSYPTSTLAG
MVPGSEPSGNPYSHPQYTAYNEAWRFSNPALLMPPPGPPLPLLPLPMTATSYRGDHIKLQADSFGLHIVPV

45. SEC ID N°: 45 (Gen de caja emparejada 2 (PAX2) de Homo sapiens, variante de transcrito e; REFERENCIA
NM_003990)
10

86
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1 aggctecagt ctoeoggecga gbcttotoge agecgeaacce cacctgggge cagoocagayg
61 ctgccaqege cgetcggeote ceoteccteee teceggecct teggeocgogy cagcgtacge
12) ctgectitte cgggggogag ggectaacce gogeactooc ctoccgcagg cgocaccteg
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181
241
301
361
421
481
541
501
661
721
781
B4l
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1501

..1B61_taatgcegee ccceagteoeg

19
1581
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141

gacatceccqg
coaoggctece
cteteggaty
cctggcetgea
ccocggggooa
tgcagttgca
ceoogeceeey
ctoocckttte
cgetgetece
cgatgcacec
coctaceega
gtgacatcte
actacgagac
cgococaazgt
gggagattcg
tetettecat
atggggctgg
ctcctgttto
ggattceteg
ctgcecacat
agggctcagt
gagctgacac
cctacectga
ceoctoocaac
acootgaget
acatggegag
gotaceecac
acagceaccc

acegegggga
gacgecacce

gccteacecc
ggacgyggrag
gcogooocte
tcocoggecte
acctgctggc
ccageccogg
gccaaggaga
tgggaaaaat
gtcecagaag
caggtcttte
ceggactete
tectgetgey
tgctggcectc
ctooteogtyg
catagactgc
gactctcaat
tggaagtggg
ggaactgaac
gaacaaaaca
gtgaaggcga
tagagtccct
agtogecget
cgtcctgggy
ctctatgcaa
tektetgtaat
tocteteoge
totgtotetyg
caggctagat
gegegeocceyg
tagtggegat
aaacaaagtc
agtccicgec
aagagaatcg
egagggeggc
agaccecgga
teggecactt
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ggattgctac
cteocoggeyge
accaggattee
gectgragege
ctetgctgac
agctecggece
cgegoecege
tecteaagte
gocrectoLge
agggcacogy
cgrggegagy
coggcagetyg
cggcageoate
ggtggacaag
agacoggete
caacagaate
gacaggagtg
cagegcctce
ctccaakbggat
tagaggaggt
ceccaatgga
cticacceng
tgtcttccag
cctgacoeot
gggcagcaac
cagcactetyg
ctecaccetg
ccagtacacyg

ccacatcaag
cggagggagg
atccracgac
agocgtgggc
cecgoctygoe
caccaagcea
gcgoegeegga
gcacecgect
ttaagaagaa
tettttcece
atggaatqgy
caagqgttgdg
ggctcettcac
agaccogget
ccagtttecc
actegcageeo
ggactggagt
ctgceggtygy
gggctgeceea
agaaccacaa
acacaaaagc
aaccecggtgt
gtogecogeo
cgetggaggyg
gagJgggggca
aatgacgaac
tcogtgtett
ttcteccece
ctettbecte
cegaggtgge
ggcoggccgaa
gegecetgea
aataaagtga
cagatctcorg
tttaagggaa
gagggcgceg
cecaggoera
teagtgogto

ttetetgeca
cctetgaceg
aggggagctg
gagcecatgey
cgcccagece
aacccggaygg
agcagocggg
ctgaagttga
ctccecatgg
ggtgtgaace
cagogeateg
cqgggrcageco
aageoggaty
attgctgaat
ctggccgagg
atccggacea
accgeeocotg
aatgacccag
gagaagagoa
ggaggtttge
gattcecaga
cagcagetgg
geatcagage
gggctigatg
gtgtcaggea
cotagttace
gcaggaatgg
g¢ctacaacg

ceectgeege,

ctteoaggoey
gaggaccgac
cccocgoaace
gggacectca
tggactgrge
goccccgaagoe
tgtetcrgeg
cggacgcteg
aacgacttte
cagtgoecage
ggtatggggg
acccaaggat
tgctectect
ctecageecty
cteetgecag
ceateggacy
cttoctecay
taagaacogg
ctocactect
aaagteotaca
ccaccagget
acataaccce
ggccctgoet
g2agg999999
ttetttatgt
atggtcctgt
cgcetttttce
ctctgtetet
ggcetckete
agctccagee
99cc9g9g9ccy
tgtectoekea
aaataaataa
tcecctgoga
ccoggegoec
aggtcocggee
ggcctaacet
ggttegtbeie

acttegocaa
cocoeogeeec
agegagtege
ccoccagtge
ocgagooccga
ageocccageg
egttcactea
gtttgagagyg
atatgeacecg
agcteoggggg
tggagetgge
acggctgtgt
tgatcggtgg
acaaacgaca
gcatctgtga
aagttcagea
gecacaccat
tgggatccta
aacgtgatga
atctggtceg
gtagtgtgga
aagetttgga
acatcaaatc
azgtcaagte
cacagacata
cococtoacgt
tgcetgggay
aggcttggag

tgctgeeget |

acagettegy
gogacgegat
cttcacaktca
ggcocogggoo
ggcgoegtga
cegecageca
acacacaatc
ggcgeoagga
tgcaggagga
eqggactgoce
tegggetcta
cggggggcce
ggcctaccta
cettgeeoct
teettegect
ctctecegag
cagttacttg
ttctgagetg
cocatococt
tttatttaat
goetgetttgt
teeccectoeyg
gtagatacgc
acacagetac
tacaaaaaada
ggactccect
tcecetgecce
geetetetee
cecagaccty
ceogggeteg
cecegteecqg
cecgtggake
aaateccttga
geecttitta
agccaggcte
catcocagte
getaaatgte
gattcttttt

ctcgecagea
qogegetete
ctcoeoegee
ACCCCggece
cagtggcaag
gg9agcgcag
tectocctec
cgacacggcyg
caaagcagac
ggtgttigty
ccaccagggt
cageaaaatc
crtcocaagecc
gaacccgact
caatgacaca
gectttocac
tgttcccage
ctccatcaat
agttgaggta
gactttaaga
cagtetycgy
tcgggtcotit
agaacagggg
gagtctatet
cecagttgqtg
gocceegcact
cgagttctcc
attcagcaac

goctatgace _gocagtagte |

cctecacate
goctocoggc
cececckega
cgcogocoeo
gggggattcg
cectgeogga
agogoggace
ggcttegety
agagecoget
tegecticey
ggaacgggct
agcagccedgce
gtteeccagg
acctcagegt
gteecttgac
accgeocgoag
atgcccecte
gcgtctgage
cocagooteo
atgatggtcet
ggaaagacgg
ccecgeoecy
ceeogetgtct
acgeecatta
aattacgaaa
ggcctgLttt
teteteocte
gtctetgteg
geoeygeege
cccoectogog
coeoogtagte
gtgacgacte
acaaatcoega
tttgagaaygg
cagtggeecg
ctgtggggcet
cccggacggt
ctttigtgea

cttggagagg
cgaccacege
cagetteage
ggcocasoge
ttgcggctac
tgttgegeec
ceecaccgtoec
gcggegygeey
cocetectecg
aacggecgge
gtgoggeect
ctgggeaggt
aaagtggcga
atgttcgccet
gtgcocagcg
ccaacgecgg
acggcctece
gggatcctgg
tacactgatc
gatgtgtctg
aagoacttge
gagcgtectt
aacgagtact
gtatccacca
actggtogty
ggccagggaa
ggcaaccegt
cccgecttac

gteecocgtet
caccgeccca
aggteggaca
agccoogect
gcocoageteg
ctegggegcg
gragegeggoe
gaggggctay
geocgaatoeee
ggtatgeeet
ttggggacgt
accgatcgag
gccoggcace
ctctteoecace
geoctgeate
gaccagttte
coctgacaca
tgctgegguyg
tecrooggea
ttgeaaaaaq
tgtgtgtcgt
ccocggocecg
gtgctgtgag
aagcacagea
gaaaagaaat
gttggetott
tgececteote
cteotegtetg
cotgteteeg
ggegtgcece
gctoctttegg
gaaataacag
aaaggettgg
aaaaagagaa
aacggggcgy
ggccggacag
tctggtctoc
cataagaaat

4201 zaataataat aataaataaa gaakbaaaatt ttgtatgtca aaaaaaaaaa aaaaaaa
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46. SEC ID N°: 46

ttcacecttgactgtggcaccteocttocagttoogtegacgaggttgtgeaatecaccagtettataaatac

agtgacgctceccagectctggaagectctghca

47. SEC ID N°: 47

tcaagcgtgactaattg

48. SEC ID N°: 48
ACTGCCCATTGCCCAAACAC

49. SEC ID N°: 49
AAAATCTTGCCAGCTTTCCCC

50. SEC ID N°: 50
GTCGGTTACGGAGCGGACCGGAG
51.SEC ID N°: 51

TAACATATAG ACAAACG CACACCG
52. SEC ID Ne°: 52

GCGCTTGTGTC GCCATTGTATTC
53. SEC ID N°: 53
GTCACACCACAGAAGTAAGGTTCC
54. SEC ID N°: 54
GTCGGTTACGGAGCGGACCGGAG
55. SEC ID N°: 55
CACAGAGCATTGGCGATCTCGATGC
56. SEC ID N°: 56
ACCCGACTATGTTCGCCTGG

57. SEC ID N°: 57
AAGCTCTGGATCGAGTCTTTG

58. SEC ID N°: 58
ATGTGTCAGGCACACAGACG

59. SEC ID N°: 59
GUCGAGUCUAUCUGCAUCCTT
60. SEC ID N°: 60
GGAUGCAGAUAGACUCGACTT
61.SEC ID N° 61
TCAGCAGTGGAGGGCAATG

62. SEC ID N°: 62
CCTCTGTAACAGGTGCCTTGAAT
63. SEC ID N°: 63
ACAGCAAACCTCCTCACAGCC

64. SEC ID N°: 64
TGGAGACGTGGCACCTCTTG

65. SEC ID N°: 65
TATGATACCCGGGAGATCGTGATC
66. SEC ID N°: 66
GTGCAGATGCCGGTTCAGGTACTC
67. SEC ID N°: 67
TCAGCCCTGGACTACCTGCA

68. SEC ID N°: 68
GAGGTCCCGGTACACCACGT
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<110> UNIVERSIDAD MEDICA DE CAROLINA DEL SUR
CARLTCN D. DONALD

<120> COMPOSICIONES Y PROCEDIMIENTOS PARA DIAGNOSTICAR, TRATAR Y PREVENIR
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AFECCIONES DE PROSTATA
<130> 19113.0129P2

<150> 60/885.142
<151> 16-01-2007

<160>68

<170> Fast SEQ para Windows Version 4. 0
<210>1

<211>5

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 1
ccttg 5

<210>2

<211>21

<212>ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 2
auagacucga cuugacuucu u 21

<210>3

<211>21

<212>ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 3
gaggaaacgu gaugaagauu u 21

<210>4

<211>21

<212>ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 4
aucuucauca cguuuccucu u 21

<210>5

<211>21

<212>ARN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 5
ggacaagauu gcugaauacu u 21

<210>6

<211>21

<212>ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 6
guauucagca aucuuguccu u 21

<210>7

<211>21

<212>ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 7
caucagagca caucaaaucu u 21

<210>8

<211>21

<212>ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 8
gauuugaugu gcucugaugu u 21

<210>9

<211> 20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400>9
ctcccttecag ttccgtcgac 20

<210> 10

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 10
ct ccct t cac ctt ggt cgac 20

<210>11
<211> 20
<212>ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 11
ctcccttcact ct ggt cgac 20

<210> 12

<211> 40

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400>12
act gt ggcac ct ccctt cag 11 ccgt cgac gaggt t gt gc 40

<210> 13

<211>40

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400>13
act gt ggeac ct ccct t cac ct t ggt cgac gaggt t gt gc 40

<210> 14

<211> 40

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400>14
act gt ggcac ct ccct t cac t ct ggt cgac gaggt t gt gc 40

<210> 15

<211>21

<212>ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400>15
gaagucaagu cgagucuauu u 21

<210> 16

<211>24

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 16
ccacccatgg caaattccat ggca 24

<210> 17
<211>23
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<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 17
ctcaggccta tgcaaaaaga gga 23

<210> 18

<211>23

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 18
aacctacgca cctacgtgag gag 23

<210>19

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 19
gacacctgag ctgaccttgg 20

<210>20

<211> 24

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 20
t ct agacggc aggt caggt c aacc 24

<210>21

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 21
gccect ccct ¢ caaaggagac 20

<210>22

<211>22

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 22
cgt t cagt cc at cccat 11 c tg 22

<210>23
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<211>20
<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 23
gaggaagt cc agt gt ccagc 20

<210>24

<211> 20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 24
agaagt t cac cct t gact gt 20

<210>25

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 25
agaagt t cac gt t ccact gt 20

<210>26

<211> 20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 26
agaagt t cac get ct act gt 20

<210>27

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 27
tt agegatt a gaagt t cacc ct t gact gt g gcacct ccc 39

<210>28

<211>40

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 28
gt t agegat t agaagt t cac gt t ccact gt ggcacct ccc 40
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<210>29

<211> 40

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 29
gt t agegat t agaagt t cac get ct act gt ggcacct ccc 40

<210>30

<211>18

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 30
cctggcaccc agcacaat 18

<210> 31

<211> 32

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 31
gt t gcct gee agt cgecat g agaact t cct ac 32

<210>32

<211> 20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 32
gccgat ccac acggagt act 20

<210>33

<211> 32

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 33
tggccttccctct gt aacag gt gecttgaa 11 32

<210>34
<211> 135

<212>PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 34
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10

15

<210> 35
<211> 7331
<212> ADN

Lys
Ile
e
Arg

Ser
130
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Mot H s Ogs Lys

Val Asn
Val Val
Oys Asp
lle Lsu
Ay dy
Ala Qu

100
Asp Arg

115
Val Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

dn

Leu
dn
Ser
Arg
70

Lys
Lys
Leu

lle

Al a
Gy
Arg
A g
=
Pro
Arg
Ala

Asn
135

Asp
Ay
Ile
40

An
Tyr
Lys
An

du
120

Pro
Val
Val
Leu
Gu
Val

Asn
105

fhe
Phe
du
Arg
Thr
Ala
90

Pro

e

Ser Ala
Val Asn
Leu Al a
Val Ser
60
Ay Ser
75
Thr Pro

Thr Mot
Ors Asp

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<220>

<221> mi sc_feature

<222> (0)...(0)

<223>n=a,c,got

<400> 35

96

Mot
Qy
Hs
Hs
e
Lys
Phe

Asn
125

Hs
Ay
Lys
Val

110
Asp

Arg Hs

15

Pro Leu

dy Val

Cys Val

Fro Qy
80

val Asp

95

Trp Gu

Thr Val



tteceecttt
acacacacac
nectagetce
gget ccagge
acgeccet tt
ttccctgegt
cctgcect it
t gt ggcgege
aggeggncge
ggaaacttaa
cgcgct cace
cctctggt ct
cgccecegge
tgt ggaggt a
cgat gaggcce
cact cagcct
ggccaggt 99

ggt ggei't ct
cccteetteg

ttgactgatt
cgggatttce

ct gget gaag

¢cangaggge
acacacacac
tctgaccega
tggacgt agg
cctegggt ot
t agggt cet
gggcct ccca
tcttcgeetg
geegeggat g
ngccggit ct
ccgcggggac
cccagect it
t gt cgeet ge
acgecgggga
geggget ccg
ccecticega
ggacttcgge
cagttcccte
agectect ce
aact gcaggl
ttcect aggt
aggaccgcege
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ctaat cegt
acacacggcc
ggcceccaaga
cggaggt ggc
cteettottt
tgt ¢t ccage
gatctcetetg
ct¢et cacat
gat ccgagac
tccgecccct e
cotfteettt
ggagt gget t
cccecacccete
cgtcctgggt
ggeeggetge
ctctctcgcc
ttcgcacaaa
ggcaacicte
cagcecaggece
cct gggagaa
ctccgecaat
¢t gaggccac

97

gcgcegcegcac
cccatageca
cggcgggcac
aggagt ggac
cageeageceq
cacctcgcag

gcgaat ccee
ncacacagct

ggtagaittyg
tncaactatg
toccigtattt
ccetggeect
cgcaggt ccc
cagcct gcac
t aagagagt 1
cggcct aggg
ccagectett
taaggteetce
tcteccccace
ccaacittcetl

gggecaget ¢
aal'taacceg

acgcggacac
¢cgeaact ct
aggaacccect
aaacccagge
¢t ctegeeee
cctgtceceg
ctgectt ace
gct gggagag
gt geegget ¢©
nccagegegg
cgget gcgge
gcactccgtt
acgot cgcgg
cgtctcecte
aatcattact
gaggagggga
caggect eee
tttetteece
gtctecigte
ttgtttggaa
¢l cecgacygg

gcigtiggtg

acacacacac
cagcagcagn
gggacgt cct
gggt cccacyg
tggt ceect e
cct cggegge
agct ccegge
gaggaaggaa
gcaaacictg
ceceggt cgeg
tgtttcgett
ceet ttegge
cggegat gac
gaccacagcec
tcgecagega
ggggacagct
agagacaggt
tceigtetet
cgel ct gget
ccggaccgga
ttt1ggcegga

gtggtggttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320



99094t ggge
gggggt gcag
aaacet ggac
0?09999399
ctgceect ace
aaagci ggcc
tgattagcte
dactgagtctc
ct gt ggggt 9
cagget gt gt
agettgttct
ctccecagett
ggct ggcecg
cct caaaggg
gat t aaaggg
ggaccaacag
ggagcccaaa
gagcgaggaa
ggaat gt get
ttccaaaaaa
99cgaggaga
ct gcggaagg
geectggogt
cggt 1 gt cag
ccagaaal ga
tgcttctett
gaacttiaal
taatttegga
ccgggaagt g
t ccegeggece
gegect ggge
tittettege
aagggtttnt
tctacacegg
t cgcgct t gg
cegecaceee
cggcagt age
gect ggcagg
gogcagat ca
act ccccaaa
gt gt aaatge¢
gttcatttag
tttggggttg
ctttigtgnn
ceeceaccee
geggecagt g
tttggagaaa
gaat gggct g
t ccaget agt
ct gggaatgg
gt g1 gaggac
atcctteteg
t aacat agga
tttactcaca
caacttggag
ctttctcaac
gtogggt tgt
actgacctta
t agcecacccea
t cccagact t
gggcaaat ge
gt ccecgetga
acaagacgcc
tectgeoegece
cgeccggaac
caageticge
ggagagagag
gaaaattatt
agacaaagqgg

agt gaggaat
gaagt gggaa
aggtgt ggca
aat ccccagt
{tagcactca
aittaclicca
cat ggagt ag
aaagaagcaa
agt ggeccect
ccaggt ctga
ctgtiggaca
cgetatittt
tgccact aag
cct gt gaagg
ggt aaggat ¢
accgageqgay
t at tgggaac
gcagaaatta
gt ggagtgt g
aaaaaaaaaa
gaat ggggag
gact ggggt g
gcgecgggac
aagaactttt
agctcagetg
cccttcggac
gcatttaatt
atttctaaic
gaaggaggaa
ccet eegt et
cecgggat cag
¢t gggcaaga
ggaaggecanc
cacttcactt
ctigocttog
gacacct aca
tcggectgga
gaagggagcee
gal gcacaga
agittattit
ccetaggtig
aggcggacgg
gatngtttte
ttttnnitgt
tetactagac
actggatgaa
aggggitcct
gacgctaalg
gcagt gect gg
gactatcaga
aacttccage
cceaacat gt
catgtctage
getticttee
agaccl gggg
gitcctitca
gaggccaaag
gaggct agge
agggaagt g9
tacccegeag
caggat ccca
gcct ggectg
cagt agt agt
aggciccgge
tgcagacggg
cgagccgece
ttaaaacatc
tt cat gaaag
cttctttcig
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ttaaccgat e
t ggaggagt g
t agccaat ag
aacctttata
gatccctcct
taatctacta
acaagacagg
agggactglg
ttagetgtge
gccagaagta
ggaccttcac
tcagttcecct
aggcagctit
get gggcagg
ctggaggata
cggggecnge
adaagcagga
gggggtctta
aaattgcagce
accatcctce
9299ag99gaq
taagtttcgg
ccagaggyucy
atttitettt
cggagct gca
tacttttctc
1 ggt ccgege
cecctecctea
ggcaggt cec
caccaaggcet
ggecet gecan
aaacgct gga
gggagegagt
ttgcacaaca
ggcgeeggt g
cccagt geag
900cg9agac
gagaaggcaa
ggcggact aat
geetttaaat
gg99ggt 9gaa
gaaaagcaac
tttctttctc
tttittintn
tctat agaag
ggccagecct
aat ¢t ccagg
gggaagceggc
gaagacgat ¢
agggtcttta
acacttggcg
gaaaatgett
tggttctaga
ttcaatagtt
caaaggit ac
cocccagitct
caaacccggg
ccigegtett
gai aggggct
gt ggatt aag
geggacccag
agctecot cot
agttaggctg
cagagggagg
ggct ggagga
tttegeagac
agctt gaaag
attctceoeg
cctggi gcag
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ctctagceage
gcaggaggt a
aaggggaaac
goat t gaagt
ttacctcttt
gagaaat gt ¢
cogtaattate
tat gt agt gg
agaggt ccat
ccagggectc
tettactctce
agt agagt gg
ggt ggccaag
tcgcaaagac
aaggccaage
tgggagtcag
aaagaagag!
gat gaaaaaa
ccat ggt get
aacgt gacca
aaagqccggg
ct cccl ggga
agtgagect ¢
ttggt ggt ga
gotctgtitct
ccotiggttic
t gt ggggage
gacccegat ¢
ggccacaggg
cagecgeet t
gaagaagaga
ccagggaact
ggcagncaga
tgeccagaaa
cgt gggt aca
agecaggegeg
aaggt 1 9099
aggagcecgag
gaagcaaat ¢
ttccgeagyg
gggceget tt
caaccct gac
tttettttee
tintitttnt
aaagagaaca
t cat cct gga
gagcatt act
caggaacccg
ccaggagcag
ctccl canaa
catt aagtcc
gl t gt gggca
daaatctgtg
cacacacccee
tttagttctg
gggttaaita
agcgecal ct
caacctclag
99gaggggca
cttattggoc
gccccacagg
gaggaal aag
agt caggcag
dggagcgcgag
atctcggatt
ccagggaage
t gcccaagat
gaat atitct

tgcgagegga

tgegeiggig
tagacagagg
azaaat aaaac
t 9ggt ggaaa
gt gaaaggg!
tgggtttigca
ceccattttac
cigtcacttt
gggt atctag
acggggcet cc
t agacct get
cccatgggeg
t gget t geat
ctettgtgag
acgt gegecet
gecececegga
gagagcagga
aaaagaaagt
ccatatigta

gagggccagg
caggagcegg
t ct gacagce
ggi tggtcog
cttctiaaaag
cccletotee
t aaat agct t
attt1cclgyag
ctagcteece
9aggggacgcyg
cccaaget ac
ggcaaccece
ggaaacegga
gcancggaca
cgcatttgag
ct cgaggt cg
geeccageeag
geegecaggce
at ccacaagg
¢cgagat 999
aggegggei ¢
gaaaacacca
aggt cggage
ccittcctet
tt aant ggct
94aaagggaq
gccccaggag
ctttgactct
gect ggegga
ggggoact ct
ggtgcatgtg
¢ettetetac
cccacatttc
tetgtgtgga
gagacaaatt
agctectcta
cticecagita
gcaggectca
ccgaagggaa
ggcggt gagg
t ¢t ggaggat
agt gagaggce
ggcat cccaa
gt gcatct ct
tcecgoeggeqge
cgggct gcaa
9gg9ggagag
gattttatta
tgtacttaac
cecccagegag

cagttgggag
gaagaacgat
aggaaggcgy
acgeccacctc
aagagttcag
aaat gcet at
aggt gagaaa
ttectgtagg
ggaggeggta
tagccctttt
ggctgggt t
gt agccacct
tgttgttget
gggaaagcta
ggactccaca
¢ttcacgcag
gggagggagy
agctttaggg
ccagaagct e

cagggggaag
tcaggccttt
gagggt at gc
ctetggagtt
t gggaat aat
cctgeetttce
tttccectat
gagat gcatt
t agccget ce
gct gggat ge
t ggaggecgg
gettictgece
aaacaggaga
n ggact agg
agcccet ggag
gggtgcci at
acaaceagge
gcet gggeaa
aagattnntt
tttcagagca
cttgtitgaa
gagagaaaag
ccgggla?tg
tctttcttee
ttetigetic
agt cagagga
aaggcagagc
ctagacceag
agagtgagtg
caggggct ac
aaggacaggt
aaaat ggaaa
atggtacttg
29999999949
cctggat gac
aat aaggacc
gtgcgtgtte
agaggaagag
ccaacct gce
agtgtttice
acaggaggga
t cagaacct ¢
aaacccggat
ccccatggta
t1ccgeggga
gagegei gcg
agcgaaggag
agaccgaggg
ccagtt agga
caagggaget

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3080
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3640
3800
38960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460



agt gccaaag
cet geget g
cteetcttet
acct gecaget
gaaaccaagt
cgecgyaggt
¢caaggggact
gct ggacact
agggaaaggc
gggaact cag
gcgeggeeca
coceggettca
ctgaccgcet ¢
agittiaate
t1 cgeeogget
cggcaccgga
gaat cacaga
9g9aggggga
cgaggcicca
aget gocage
goctgecttt
cggacatcee
ggceegget ¢
gecet el cgga
geectgoctg
gccecgaggc
actgcggttg
gcceegecce
ccctecet tt
cgeget get ¢
cgegat geac
ceet gt ceag

agaact gegg
ccceggat cc
ceccagecygg
ccgcact gt
cceeeggetc
cltcageteg
gaggaggcecce
tttcegigga
caaagggaag
agccgagggt
ggcgggeact
cagcgcageg
tttatcetta
ccggget cee
getecetecec
gt gacaggct
gt ggt ggaat
ggaggt ct gg
gt ctccggec
geeget ¢oge
tccgggaacy
cgggat t get
ceet ceegge
t gaacaggtt
cagct gcage
cattctgelg
caagct ccgg
cgcgegegec
tctceicaag
ccgcet cet ot
cgi gagt ace
t
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aggct ccggce
accgagct ag
ggagagccag
tccetecect
tccegecatc
attctgaace
t gcgeacagt
atgagaagig
gaccagaaag
got ggggitg
ggccagt gga
cget c¢gagg
tctaacgtitt
attccecccetce
tccetccete
cggggcectc
ctattgectt
aggggoct tt
gagtcticta
tceeteecte
ggggcect gge
acttctctge
gccctct gac
ccaggggagce
gcgagecatg
accgcccage
ccaacccgga
gcagcagceceg
tcetgaagit
gectccecat
cgcgeccgge

aggagt 9ggg
£agcggacag
cetegtetee
gtacceccctt
cgel gggt cc
aagegtfetg
cgegl ggaac
€9990t gcgt
agaggaagga
gggct aggga

1 ggcagggct
cectetgteg

atcttatcgg
ccceggt ceg
ccatttetcee
¢t cgccgaag
t gt ¢t gacaa
gcagettita
gcagecgcaa
¢et ceeggee
ccgegeget e
caacttcgece
cgececcegec
t gagcgagtc
cgececcagt
cccgagecce
ggagccccag
ggcegtt cact
gagttigaga
ggat at gcac
tcectgtceceg

acgt ccccgt
cgctcageeyg
cacatcct ct
cccagt cace
caccgaggea
gact gececag
gggaggggac
999t gggaag
agageccggga
tgegeact gg
gggcgagtta
ttacct gaat
cgagtttcgt
ctcceetcee
ctccect gee
ctcgggget ¢
gtcatccate
gagagacaca
cecacet 9gg
ctteggecoce
cecl ceegea
aact cgccag
ccgegegete
gect ceceeg
gcaccecgyge
gacagt ggca
cggggagcge
cat cct cect
ggcgacacgg
tgcaaagcag
gct cgggete

ggtt gcgcect
cgt cecgeagce
gecgecagcyg
cgagggttca
ggt gggt act
acceggt ggg
aagacaaact
gt acctccgyg
aggaacggaa
gcccggggece
gaact gagag
attcattaga
1tctcagt gt
tceetetice
ctcececttge
cageget gge
t cccggegeg
caccgggagc
gccagcccag
ggcggcgt ge
ggcgeccaccet
cacttggaga
tccgaccace
cceagettca
¢cggccecace
agt t gcgget
agt gt tgcge
cccecaccgt
cggcggceggce
accccttcte
tcegicccaa

55620
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
8180
5240
6300
5360
6420
6480
6540
5600
6660
8720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
73N

<210>36

<211> 416

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 36
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Met
1

Val

dn
145
Pro

Al a

e
Tyr
Trp
225
an
Thr
Tyr
Asn
Ser
305
dy
Thr
Tyr
Ay

Ar

383

Ala
<210> 37

<211> 4276
<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Pro
Arg
50

Ser
Val

Lys
e
Pro
130
Pro

Ay

Pro
Thr

210
Thr

dn
Pro
du
290
Ser
Thr
Leuy
Pro
Asn
370
Phe

Pro

Mot
Ay
Asp
Pro
Lys
e
e
Ar

11

Ser
Phe
Hs

Asn

Arg
195
Asp
Leu
Qy
dn
Asp
275
Tyr
Leu
dn
Pro
Thr

355
Pro

Ag

Hs
Val

20
Val

Cys
e
Qy
Ala
o
Val

Hs
Thr
180
Ser

Pro

Val

ES 2390 083 T3

Oés
Asn
Val

Asp

Leu
Phe
Leu
Al a
Tyr
325
Tyr
Thr

Pro

Ala
405

Lys
dn
Arg
Ile
Gy
Ser
Tyr
Leu
Ser
Thr
Val

Val

ay
H s
Val
230
Ser
Gu
dn
Pro
Sar
310
Pro
Pro
Leu
Hs
Aa

390
Pre

Ala
Leu
An
Sar
55

Arg
Lys
Lys
Lleu
e
135
Pro
Pro

Qy

The
Val
Pro

Ala G

Pro
3758
Leu

Al a

120

Lys
2%0
Ag
du
Arg
Leu
Ser
280
Leu
Asn
Val

Hs
360
An
Lau

Al a

Pro
d

25y
e
an
Tyr
Lys
105
Qu
Arg
Gy
Thr
Tyr
185

Arg

Qy
Lys
Asp
265
du
Thr
Pro
Thr
Val

345
Mt

Tyr

Al a

Phe
Val

Val

Leu
Gu
Val

Asn
Qy
e
Ala

170
Ser

Lys

Saer
Hs
250
Arg
Hs
Pro
QAu
Ay
330
Pro
Val

Thr
Ser

Al a

Thr
Aa
Pro
e
lle
Gy

Sar

Ile

Arg
ay
Val
235
Leu
Val
ile
Ay
Lsu
315
Arg
Pro
Pro
Al a
Pro

395
Ala

Al a
Val
Leu
Val
60

dy
Thr
Thr
Cys
Ar

14

Thr
Pro

Asn

Asp
dy
220
Pro
Arg
Fhe
Lys
Leu
300
Gy
Asp

Thr

Tyr
380
Tyr

Al a

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 37

100

Vet
Asn
Al a
45

Ser
Sar
Pro
et
Asp
125
Thr
Gy
Pro

Ay

Gu
205
Lau

Al a
Gu
Sar

285
Asp

Mot
Ay
365
Asn
Tyr
Tyr

Hs
Qy
Hs
Hs
Ile
Lys
Phe

Pro
Arg
An

Lys
Val
95

Al a
Asp
Val
Thr

175
Leu

du
Lsu
Asp
Thr
255
Pro
dn
Val

val

335

Qy

Pro

Val
Trp
Thr
Aan
Al a
160
Ser

Gy

val
Val

400



aggct ccagt
ctgccecagege
ctgectitte
gacat ccccg
cceggetcce
ctetcggatg
cctggecigea
cccggggeca
tgecagt tgea
ccegeeececeyg
cteectttte
cget get eee
cgat gcaccce
ccct acccga
gt gacatctc
act acgagac
cgcccaaagt
ggagatt cg
tctcttceat
at goggcet g
ctcetgttic
ggattcctcg
ct gcccacat
agggct cagt
gagct gacac
cectaccetga
ccct ceceage
accct gagcet
acat ggcgag

¢t ceggecega
cget cgget ¢
€99999¢909
ggattgctac
ct cceggege
accaggttce
gctgcagcege
ttctgetgac
agct ccggee
cgegeccecege
tcetecaagte
geteetetge
agggcacygg
cgi ggt gagg
ccggeaget g
cggecagcatc
agl ggacaag
agaccggetc
caacagaat ¢
gacaggagt g
cagegeet cc
ct ccaat ggt
t agaggaggt
ceecaatgga
cttcacccag
cgtcttceag
¢ctgacccect
gggcagceaac
caccactctyg

ES 2390 083 T3

gtettetege
cet ceet cec
ggcct ggeee
ttctetgeca
cctctgaceg
aggggaget g
gagccat gcg
€gCcccagece
aacccggagg
agcagceggg
ctgaagttga
ctceccatgg
ggt gt gaacc
cagcgcatcg
cgggt cagce
aagecgggt g
att gct gaat
ctggccgagg
at ccggaccea
accgeceet g
aat gacccag
gagaagagga
ggaggitigc
gattcccaga
cageagcet gd
gcat cagage
gggcetigatg
gt gt caggca
cctggitace

agcegeaace
tcceggececet
gcgcgct cee
acticgecaa
ccoecgecec
agegagt ege
ccceeagt ge
cgageccega
agcececageg
cgttcactca
gtttgagagg
at at gcactg
agct cgggag
t ggagct ggc
acggct gt gt
tgatcggt ag
acaaacgaca
gcatctgtga
aagttcagea
gccacaccat
tgggatceta
aacgt gat ga
atctggtctg
gt gat gt gga
aagetttgga
acat caaatc
aagt caagtc
cacagacata
ccecteacgl

101

cacct gggoc
1 cggecgegg
ctecegeany
ctcgccageca
gegegetctce
ctceceecgec
accceggcecce
cagt ggcaag
gggagcgeag
tcctcectee
¢gacacggceq
caaagcagac
gotagtttgtg
ccaccagggt
cagcaaaat ¢
ct ccaagece
gaacccgact
caat gacaca
gectttceac
tgttcecage
ct ccat caat
agttgaggta
gactttaaga
cagittgegy
tcgootcttt
agaacagaqag
gagtct atct
cccagtigtg
geeececact

cageccagag
cggeat gege
cgecacet ¢g
cttggagagg
cgaccaccgc
cagcttcage
ggcccaccge
ttgcgget ac
tgttgegece
ccecacegtce
gcggcggeeyg
cectteteceg
aacggccggce
gt gcggeect
ct gggcaggt
aaagt ggcga
atgttcgecet
gt gcceageg
ccaacgccgg
acggectcee
gggat cct gg
tacactgate
gatgtgtetyg
aagcacttge
gagcot cett
aacgagt act
gecai ccacca
actggtcgtg
ggccagogaa

80
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
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gctaccceac
acagccaccce
taagttccce
cct at gaccg
ctccacat cg
cct ceeggee
ccceet cgaa
geccgecccea
ggggat t cgg
cctgecggac
gcgcggacceg
gcttcgetgg
gagcccget g
cgecttcegg
gaacgggctt
gcagcccgcea
ttcceccaggg
cctcageglc
tcccttgacg
ccgeecgeagg
tgeccecct ¢e
cgt ct gaget
ccagect cet
tgatggtctt
gaaagacggt
cccgecccge
ccgctgteig
cgcccattaa
att acgaaag
gectgtttto
ct ct ccot ct
tetetgtege
ceceggecgee
cecectcgegg
cccgtagttg
{gacgact ¢g
caaat ccgaa
ttgagaagga
agt ggcccga
tgt gggact g
ccggacggtt
ttttgtgcac
aaaaaaaaaa

cteccaccetg
ccagt acacg
ttattattat
ccactagtta
tceecgtetg
accgecececag
ggt cggacag
gccccgect g
cccagcet cgt
t cgggegega
cagcgeggece
aggggct 9gg
ccgaat cect
gtgtgccctg
1 gggggegt ¢
ccgat cgage
cceggeacet
tcttcecacet
ccetgeat ¢¢
accagtttcc
ccecgacacag
gct geggogt
ceteceggeag
1 gcaaaaagy
gtgtatcgtg
ccggceccgt
1 gctgtgaga
agcacagcac
aaaagaaatc
tiggetettt
geccet ct et
tetigtctgt
ctgtetcege
gecgt gececeg
ctetttegot
aaat aacaga
aaggettgga
aaaagagaaa
acggggcgac
gcegggeaga
ctggtctcet
at aagaaal a
aaaaaa

ES 2390 083 T3

gcaggaat gg
gcet acaacg
agtgccgcecc
ccgeggggac
accccaccce
¢ctcacceca
gacgggt gga
ccgeccect ce
ceecggectce
cci get ggeg
cageceeqgay
ccaaggagat
gggaaaaat
tcccagaaga
aggtctitee
cggact et cg
cctget gega
gct ggect ce
tectcectga
at agact gcg
actctcaate
ggaagl gggg
gaact gaaca
aacaaaacaa
t gaaggcegaa
agagt ccct g
gtcgeegetc
gi cct ggggg
tctat gcaaa
ctctgtaatt
cctct ceget
ctgtctectge
aggct agat ¢
CYCYCCCeyr
agtggcegat g
aacaaagtca
gicct cgeoe
agagaat cgt
gagggcggcg
gacccceggac
cggccact tt
aataataata

<210> 38

<211> 393

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

t gcet gogag
aggct t ggag
cccggt cege
cacat caage
ggagggaggg
t ccecacgacce
gccgt gggeg
ccgect geet
accaagccag
cgcegecggat
caccegecete
t aagaagaaa
cttttcececee
t ggaat ggag
aaggt t ggga
gctctteact

gacccgget ¢
cagtttccce
ct cgeagece
gactggggt ¢
t gceggt got
ggctgcccac
gaaccacaaa
cacaaaagcc
acccggigta
tcgecegeeg
gc1 9999999

aggggggceat
at gacgaaca

ccgtgtttte
tctctcecce
tetttecteg
¢cgagot ggca
gcggccgaag
cgecct geat
at aaagt gaa
agatctctet
t 1 aagggaac
agggcgcecga
ccaggccecag
cagtgcgtcg
at aaat aaag

cgagttctce
att cagcaac
ccctgecget
ttcaggecga
aggaccgacg
cccgeaacee
ggacect cag
ggact gcgeg
cceccgaagec
gtitctgiga
ggacgcet cgg
acgactttct
agt gccagece
gt gl gggggt
cccaaggat ¢
getecteetg
tcagcectge
t cet gecagt
cat cggacge
ttcetecage
aagaaccggt
tccactectic
aagt ct acat
caccaggcet g
cat aaccect
gceetgeetg
aaggggggga
tttttatgtt
tggtcctgtg
getttttect
tectgtctetg
geetetetec
gct cecagecee
geeggacege
gtctcctcac
aat aaal aaa
ceeet gegag
¢eggegecca
ggt ccggecc
gectaacctg
gttegttttg
aat aaaattt

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 38

102

ggcaacccgt
ccegecttac
gctgecgetg
cagct t cgge
cgacgcgatg
ttcacat cac
gececgggece
gegecgt gag
cgccagcecac
cacacaatca
gcgecaggag
geaggaggaa
ggactgccet
ccggetctag
ggggggccca
gectgeetag
cttgececta
ccttegeetg
t ct ccecggga
agttacttga
tctgagctgg
ccatccectc
ttatttaata
ctgettigtg
¢eeeet cege
t agat acgcce
cacagctaca
acaaaaaaaa
gactcctctg
ccctgecect
tcteteteeg
ccagacct gg
ccggget cge
ccegicecege
ccgi ggat cg
aatccttgaa
cectttttat
gecaggcet cc
at cccagt cc
ctaaatgtcc
atictittte
tgtatgtcaa

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4280
4276
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M;st Asp Mot Hs Oés Lys Ala Asp Pro Phe Ser Ala Mot Hs Pro Gy
Hs Qy Ay Vai Asn G n Leu Gy Ay Val Phe Val Asn Qy Arg Pro

Leu Pro ggp Val Val Arg dn %g Ile Val Gu Leu ilsa Hs Gn dy
Val Arg Pro Cys Asp lle Ser Arg A n Leu Arg Val Ser Hs Gy Cys

Val Ser Lys lle Leu Qy Arg Tyr Tyr Gu Thr Gy Ser I[le Lys Pro
65 70 75 80
Gy val Ile Gy @y Ser Lys Pro Lys Val Ala Thr Pro Lys Val Val

Asp Lys lle ?IUS GAu Tyr Lys Arg [1302 Asn Pro Thr Mbt 1P?8 Ala Trp
Gulle Arg Asp Arg Leu Leu Ala Gu Gy lle Oys Asp Asn Asp Thr

115 120 125
Val Pro Ser Val Ser Ser lle Asn Arg lle Ile Arg Thr Lys Val Gn
130 135 149
@n Pro Phe Hs Pro Thr Pro Asp y Ala Jy Thr Gy Val Thr Ala
145 150 155 160
Pro @y Hs Thr Ile Val Pro Ser Thr Ala Ser Pro Pro Val Ser Ser
165 170 175
Ala Ser Asn Asp Pro Val Gy Ser Tyr Ser Ile Asn Gy ile Leu Ay
180 185 190
Ile Pro % Ser Asn Gy Gu Iz.gts) Arg Lys Arg Asp glog Asp Val Ser
Gu %5 Ser Val Pro Asn 261 Asp Ser A n Ser gz Val Asp Ser Leu
Arg Lys Hs Leu Arg Ala Asp Thr Phe Thr 3n G n A@n Leu Gu A a
225 230 235 240
Leuv Asp Arg Val Phe Qu Arg Pro Ser Tyr Pro Asp Val Phe Gn Ala
245 250 255
Ser Qu Hs Ile Lys Ser Qu Gn Gy Asn Qu Tyr Ser Leu Pro Ala
260 26 270
Leu Thr Pro Ay Lau Asp Qu Val Lys Ser Ser Leu Ser Ala Ser Thr
275 280 285
Asn Pro Gu Leu Ay Ser Asn Val Ser Gy Thr @n Thr Tyr Pro Vval
290 295 300
Val Thr Gy Arg Asp Mot Ala Ser Thr Thr Leu Pro Gy Tyr Pro Pro
305 310 315 320
Hs Val Pro Pro Thr Ay Gn Ay Ser Tyr Pro Thr Ser Thr Leu Ala
325 330 335
Gy Mt Val Pre Gy Ser Qu Phe Ser Ay Asn Pro Tyr Ser Hs Pro
340 345 350
An Tyr Thr Ala Tyr Asn Qu Ala Trp Arg Phe Ser Asn Pro Ala Leu
355 360 365
Leu Ser Ser Pro Tyr Tyr T;r Ser Ala Ala Pro Arg Ser Ala Pro Ala
370 375 38
Ala Ala Ala Ala Ala Tyr Asp Arg Hi s
385 390

<210>39

<211>4207

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 39

103



aggcet ccagt
ct gecagege
cigeeittte
gacat ¢ceecg
cccgget cee
cictcggatg
cctggetgea
cceggggeca
tgecagitgeca
ceegececeg
clecetttte
cgetgetcee
cgat gcacce
ccctacecga
gtgacatctce
act acgagac
cgeccaaagt
gggagatt cg
tetettecat
atgggget gg
cteetgtite
ggattcctcg

¢t ccggeega
cgetcgget ¢
€g9g9dacgyy
ggattgetac
¢t cceggege
accaggttce
gct gcagege
ttctgetgac
agetceggee
cgegececge
tcctcaagic
get ect et ge
agggcacggg
cgt ggt gagg
ccggcagei g
cggcagceat ¢
ggt ggacaag
agaccaget ¢
caacagaat ¢
gacaggagt g
cagegect cc
¢t ccaat ggt

ES 23900

gtcttctege
cct ccet cee
ggccet ggeec
ttctctgeca
ccictgaceg
aggggagct g
gagecat geg
cgcecageee
aacccggagg
agcagceggg
ct gaagttga
ct ccecat gg
ggt gt gaacc
cagegcat ¢g
cgggt cagec
aagecgogt g
at f gct gaat
¢t ggccgagg
at ccggacca
accgeccet g
aat gacecag

gagaagagga

104

83 T3

agccgeaace
t cceggecct
gegeget cec
acttcgcecaa
ceeeegeece
agcgagt cgc
cceeeagt ge
cgagcccega
agccccageg
cgttcactfca
gt11gagagg
at atgcact g
aget cggggg
t agagct gge
acggct gt gt
tgat cggt gg
acaaacgaca
gcatctgtga
aagttcagca
gccacaccat
tgggatceta
aacgtgat ga

cacct ggggc
1 cggeegegg
ct cecgeagy
clcgecagea
gcgegetctc
ctccccegec
accecggece
cagt ggcaag
gggagcegcaqg
tectecetee
cgacacggeg
caaagcagac
gotgtttgtg
¢caccagggt
cagcaaaat ¢
¢t ccaagecce
gaacccgact
caat gacaca
gcectitcecac
tgttcccage
ctccat caal
agat gt gt ct

cagcccagag
cggcgt gcge
cgccacctcg
cttggagagg
cgaccaccge
cagct i cage
ggceccacege
ttgecggcet ac
tgttgegece
cccaccgt cc
gcggeggecg
cectteteeg
aacggccgoc
gt gcggecect
ct gggcaggt
aaagt ggcga
atgttcgeet
gt gcccageg
ccaacgecgg
acggcect ¢cc
gggat cct gg
gagggct cag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
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tcceccaatgg
¢ccttcaceca
acgtctticca
ccectgaccee
t gggcagceaa
gcaccact ct
cetccacect
cceagt acac
cttattatta
gecact agt t
gt cceegt ¢t
cacegeeeca
aggt cggaca
agccccgect
geceaget cg
¢t €gggcegeg
gcagcgceggce
gaggggct gg
gcegaat ece
gat gt gecct
t t gggggcat
accgat cgag
gececcggeace
ctettccace
geectgeat ¢
gaccagttic
ceccgacaca
tgct gegggeg
tcecteeggea
t t gcaaaaag
t gt gt gt cgt
cceggecccg
gt gct gt gag
aageacagea
gaaaagaaat
gttggetett
tgeccetcote
ctctigtetg
cetgictecg
ggegt geecec
getetttegqg
gaaat aacag
aaaggcttgg
aaaaagagaa
aacgggygcag

ggccgggcag
fctgglctce

cal aagaaat
aaaaaaa

agattceeag
gcagcaget g
ggcat cagag
tggget t gat
cgt gt caggc
gecetggttac
ggcaggaat g
ggcct acaac
t agt gcegee
accgegggga
gaccccacec
gccet cacccee
ggacgggt gg
gcegeececte
tcceggecte
acct get gge
ccagceceegg
gccaaggaga
t gggaaaaat
gt ¢ccagaag
caggtctitc
ccggactctc
tcctgetgeg
tgctggect e
cteetecetg
cat agactgc
gact ct caat
t ggaagt ggg
ggaact gaac
gaacaaaaca
gt gaaggcga
t agagt ccct
agt cgccgct
cgt cct gggo
ctctatgcaa
tctctgt aat
tcetectcege
tetgtetetg
caggct agat
gcgegecceg
t agt ggcgat
aaacaaagt c
agtcctcgcece
aagagaat ¢g
€gagggcgac
agaccccgga
t ¢ggecact!
aaat aat aat

ES 2390 083 T3

agt ggt gt gg
gaagctftgg
cacat caaat
gaagt caagt
acacagacat
cceect cacg
gt gcct ggga
gagget tgga
cceeqgot ceg
ccacat caag
¢ggagggagy
at cccacgac
ageegt gggc
ccegeet gee
caccaagcea
gcgegecgga
geaccegect
tt aagaagaa
tettttecece
at ggaat 9gg

caaggt t 9gg
ggctcticac

agacccgge!
cecagtttcce
act cgeagec
ggact gggat
cigceggtgg
gggct geeca
agaaccacaa
acacaaaagc
aacccggt gt
gt cgceegec
¢gct 999999

gaggogogca
aaf gacgaac

tccgtgtttd
ttetelecce
ctetttecte
ccgaggt ggc
ggcggccgaa
gcgecetgea
aaf aaagt ga
cagatctcic
tttaagggaa
gagggegecy
cecaggeceea
t cagtgegt ¢
aat aaat aaa

<210>40

<211> 396

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

acagtttgcg
at cgggt ctt
cagaacaggq
cgagtctatc
acccagttgt
tgceececcac
gcgagttcte
gaticagcaa
cecetgeege
cttcaggeeg
gaggaccgac
cceccgeaace
gggaccel ca
tggact gcge
gececgaage
tgtttetgig
cggacget cg
aacgactttce
cagtgecagce
gg1 gt 90999
acccaaggat
tgctectcct
cicagecectyg
ctcoctgecag
ccat cggacqg
cttectcecag
t aagaaccgyg
ct ecact cet
aaagtctaca
ccaccagget
acat aaccce
ggccct gect
9423999999
tttittatot
at ggt cct gt
cgcttttice
ctetgtetot
ggeetctete
agct ccagec
ggcegggcceyg
tgtctectca
aaat aaat aa
tccectgega
coceggegecce
aggt ccggcee
ggccet aacct
ggttegtttt
gaat aaaat t

gaagcacttg
t gagegt cet
gaacgagt ac
t gcat ccacce
gact ggt cgt
tggccaggga
cggcaacccy
cccegectta
tgctgecget
acagctt cgg
gcgacgcgat
cttcacatca
ggcccgggec
ggegecgiga
ccgeecageca
acacacaatc
ggcgecagga
tgcaggagga
cggact gcce
tccggetcta
€g999gggccc
ggcetgeceta
cetigeeect
tccttcgect
ctct ccegag
cagttacttg
ttctgagetg
cceatl ceect
tttatttaat
gctgettigt
tccecectceg
gt agat acgc
acacagctac
tacaaaaaaa
ggact cctct
tccetgeccce
gtctetetee
ctcagacetg
ccegggcet cg
cceegicceg
ccegtggatc
agatceitga
geecttttta
agccaggctc
catcccagtc
gctaaatgte
gattettttt
ttgtatgtca

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 40

105

cgagctgaca
tcctaccetyg
tcecctcecag
aaccct gage
gacat ggcga
agct acccca
tacagccace
ctaagttcce
gecet at gace
cctecacate
geet eecgge
cceeect cga
cgcecgecccee
gggggat t cg
ccctgecgga
agcgcggace
ggcticgetyg
agagccecget
tegeettoeg
ggaacgggcet
agcagcccge
gttcecccagg
acct cagegl
gtccettgac
accgecgeag
atgcececetce
gegtctgage
ccecagect ce
at gat ggt ¢t
ggaaagacgg
ceccegececg
cccget gtet
acgceccatta
aattacgaaa
ggcetgtitt
tctetecete
gtcictgieg
gecegaeege
cecect cgeg
cccegt agtt
gt gacgactc
acaaat ccga
ttt gagaagg
cagt ggeccyg
ct gt ggggct
cccggacggt
ctittgtgea
aaaaaaaaaa

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1680
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2620
2580
2640
2700
2780
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3380
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4207
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H s
Leu
Val
Val

65
Ay

Asp
Qu
Val

GAn

145
Pro

Val

305
Hs
Ay
Lys
Ay
Thr
385

<210> 41
<211> 4290
<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp
Ay
Pro
Arg
Ser

Vval

Lys
e
Gy
Ser
Pro
210
Lys
Asp
Gu
Thr
Thr
Val

Mot

Pro
Ala

370
Thr

ES 2390 083 T3

Mot His 0/55

Qy
As

35p
Pro

Lys

ile
e
Ar
11
Ser
Phe

Hs

Arg
195
Ser
H s
Arg
Hs
Pro
275
Gu
dy
Pro
Val
Qy
355
Ser

Arg

val
20
Val
Cys

N:]

Gy
Ala
&
Val

Hs
Thr
&
Val

Leu
val

RK:)
Qy
Leu
Arg
Pro
Pro
o
Ser

Leu

Asn
Val
Asp

Leu

Leu

Asp
Thr
325
Gu
Lys
Pro

Gy

Lys
dn
Arg

e

70
Ser

Tyr

Leu

Thr
150
Val

o Val

Leu
Ala

Asp
390

Lys
Lys
Lau
ila
Pro
Pro
Gy
Au
a

21

Arg
GQu
Au
Asn
A
dn
Al a
Al a
Thr

375
Sar

Asp
Gy
Arg
40

Arg

Tyr

Pro
Arg
Aa
120
Asn
Asp
Ser
Sar
Lys
200
Asp
Thr
Pro
An
Val

280
Val

Gy
Val

Qu
360
Arg

Ala

Pro
dy
e
dn
Tyr

Lys

Val
Thr
Thr

Phe
Val
Val

Leu

Val
Asn
Gy
s
Al a
Aa
170
Ser
Lys
dn
Thr

Ser

Thr
Tyr
330
Pro
Pro
Al a

Pro

Phe
Gu
Arg
Thr

75
A a

Pro
ite
e
&
(-]
Arg
Ser

Al a
val
Leu
Val

60
Gy

Thr
Thr
Cys
Arg
140
Thr

Pro

@ndn

235
Pro

du

Thr
Leu

315
Pro

Pro
Thr

Pro
395

Asp
Tyr
Leu
dn
300
Pro
Thr

Ser

Pro
380
Tyr

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 41

106

Met
Asn
Ala
Ser
Ser

Pro
Mot

Asp
125
Thr
Qy
Pro
ay
du
205
Val

An
Val

Ser
Ser

285
Thr

Hs
Ay
30

Hs
Hs

e

Lys
110
Asn
Lys
Val
Val
e
190
Asp
Asp
Leu
Phe
Leu
270
Al a
Tyr
Tyr
Thr
Leu
350
dn

Thr

Pro
15

Arg
dn
Ay

Lys

Val

Al a
Asp
Val

Thr
Ser
175
Leu

Val

Qu
An

255
Pro

Pro
Pro
Leu
3356
Mt
Pro

Arg

dy
Pro

Cys

Pro

80
Val

Trp
Thr
dn
Al a
160
Ser

Gy

Leu
Ala
240
Al a
Al a
Thr
Val
Pro

320
Al a

Thr
Pro



aggct ccagt
¢t geeagege
ctgecttite
gacat cceeqg
ceeggeteee
ctetcggatg
cetggcigea
¢eegyggeca
tgcagttgca
ccegeeeceeg
ctceetitte
cgctgetcee
cgat gcaccc
ccetaccega
gt gacatctc
act acgagac

ct ccggecga
cgetecggetc
€99999¢a99
ggat t gct ac
ct cceggegce
accaggttcc
gct gcagegce
ttctgctgac
agct ccggec
cgegeceege
tcctcaagtce
gcetectetge
agggeacggg
cgt ggt gagg
ceggeaget g
¢ggcagcatc

ES 2390 083 T3

gtctictcge
cctcectcce
ggcct ggecce
ttctectgeca
cctctgaccg
aggggagcet g
gagcceat geg
cgceeagecece
aacceggagg
agcagcecggg
ctgaagtiga
ct ccceal gg
ggt gt gaace
cagcgeat cg
cggat cagee
aagcegoagtg

107

agccgcaacc
t cccggecet
gegeget cee
acticgeccaa
cCeeegecee
agcgagt cge
ccceccagt ge
cgagccccga
agcccecageg
cgitcactca
gtitgagagg
at atgcactg
agcet cgggag
t ggagcet gge
acggcet gt gt
tgat cagt gg

cacct gggge
t cggeegegg
¢t cccgeagg
ctcgecagea
gegegetct ¢
ctcceeegee
acceeggece
cagt ggcaag
gggagcgeag
tccteectece
cgacacggceg
caaagcagac
ggtgittgtg
ccaccagggt
cagcaaaat ¢
ct ccaagece

cagcccagag
cggecgt gege
cgccacct ¢g
cttggagagg
cgaccaccge
cagcitcagce
ggcecaccge
11gegget ac
1gttgecgeee
ccecacegt ce
gcggcggecg
cectteteeg
aacggeegge
gt gcggecect
ct gggcaggt
aaagt ggcga

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
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cgeccaaagt
gggagattcg
1ctettecat
at gggget gg
ctectgttte
ggatteceteg
1cceccaatgg
ccticaccea
acgtcttcea
cect gacceee
1t gggcagcaa
gcaccact ct
¢cct cecaccct
gcaagccgagg
ct ccggeaac
cadacccegee
cgct gect gee
ccgacagcett
gacgcgacgce
acccttcaca
t caggccegg
cgcggegecg
agcccgecag
gt gacacaca
t cgggcgeca
ttctgcagga
agceggactg
gggt cegget
gat ¢g99a99
cctggectge
ctgeettgee
cagtccticg
acgctctccc
cagcagttac
cggttctgag
ccteecatce
acatttatit
gctgetgett
ccct cccect
ccigtagata
gggacacage
tglitacaaaa
t gl ggactce
tceteeetge
tetgtelcte
¢t cceeagac
geceeeceggyce
ccgcccegt ¢
tcacccgtgg
t aaaaat cct
cgagccct tt
ccecageeagg
gceccatcecca
cct get aaat
titgattett
attttgtatg

ggt ggacaag
agaccgget ¢

caacagaatc
gacaggagt g
cagegect c¢
ctccaat ggt
agaticccag
gcagcagcet g
ggcat cagag
tgggettgat
cgt gt cagge
gecctggttac
ggcaggaat g
gaggaagctt
ccgt acagcece
ttactaagtt
gctgectatg
cggectccac
gat gect cee
tcaccccecet
gccegeegec
t gagggggat
ccaccct gee
at cagcgegg
ggaggcttcg
ggaagagccc
ccetegecett
ct aggaacgg
cccageagec
ctagtteece
cctacct cag
cctgtccett
gggaccgecg
tt gat gcccc
ctggecgtctg
cctcecagec
aat at gat gg
t gt ggaaaga
ccgeecegec
cgceecgetg
tacacgcceccea
aazaatt acqg
tctggeet gt
cectcteteo
teegtetetg
ct ggecegge
tcgeececte
¢cgecccegt a
at cgi gacga
t gaacaaatc
ttattigaga
ctccagtgge
gt cct gt gag
gt ccecggac
tttettttgt
t caaaaaaaa

ES 2390 083 T3

at t gct gaat
ctggeegagg
at ¢cggaccea
accgececet g
aat gacccag
gagaagagga
agtggt ot gg
gaagctitgg
cacat caaat
gaagt caagt
acacagacat
cccectcacy
gt gcct gagg
gcagaagt gc
acccecagta
ccceitatta
accgccacta
atcgtccccg
ggccaccgcece
cgaaggt cgg
ccecagecccyg
tecggcecage
ggaci cgggce
accgcagcege
¢t ggaggggce
gct gcegaat
ccgggtgt ge
gct 1199999
cgecaccgat ¢
agggeccgge
cgictecttcee
gacgccct ge
caggaccagt
ctcceeegac
agct get geg
tcctectceg
tctttgecaaa
¢got gt gt gt
ccgeccggcec
tct gt gct gt
ttaaagcaca
aaagaaaaga
tttgttgget
ct ctgecect
tcgeteotigt
cgcectgtct
gcgggegt gc
gttgectottt
ct cgaaat aa
cgaaaaggct
aggaaaaaga
ccgaacgadag
gct ggccgag
ggttctggte
gcacat aaga
aaaaaaaaaa

<210>42

<211> 408

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

acaaacgaca
gcatctgtga
aagttcagca
gccacaccat
tgggatccta
aacgtgatga
acagtitgcg
at cggot ct t
cagaacagggd
cgagtctate
acccagttgt
tgecececac
ctgcagttgg
ccccttgtgt
cacggcectac
ttatagtgce
gttaccgegg
t ct gacceca
ccagectcac
acaggacggg
cctgcecgece
tcgt cccgge
gcgacct get
ggcccagcce
t gggccasagg
cecet gggaaa
cct gt ceccag
cgt caggt ¢t
gagecggact
acct cet got
acctgct ggc
atcctcctce
ttccatagac
acagactctc
gggt ggaagt
gcaggaacig
aaggaacaaa
cgt gt gazagg
cegt agagtc
gagagt cgece
gecacgtcctg
aatctetatyg
ctttetctof
ctctectotc
cigtetgict
cegeagget a
ceegegegee
cggt agt ggc
cagaaacaaa
tggagtccic
gaaaagagaa
cggcgagagce
cagagaccce
tcctcggeca
aal aaat aat

gaacccgact
caatgacaca
geetttcecac
tgttcccage
¢t ccat caat
agatgt gt ot
gaageacttyg
t gagegt cct
gaacgagt ac
tgcat ccace
gact ggt cgt
tggccaggga
tcccteatce
gcaacccact
aacgaggett
geeeeecgot
ggaccacatc
ccccggagyg
cccat cccac
t ggagceat g
ctccecgect
¢t ccaccaag
ggegegegec
cgggcacceg
agatt aagaa
aattetttte
aagat ggaat
ttccaaggtt
ctecggetett
gcgagacccg
clececaghtt
ctgactcgeca
tgcggact gg
aat ct gccgg
ggggggct ge
aacagaacca
acaacacaaa
cgaaacccgg
cct gt cgeec
get cget ggg

99992994999
caaaai gacg

aat t cegt gt
cgcttctcte
ctgctcttte
gat ccgaggt
ccgggeggee
gaf gcgecct
gt caat aaag
gcccagat ct
tegtttaagg
agegaguacy
ggacccaggce
ctttcagige
aat aat aaat

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 42

108

atgttcgecet
gt geceageg
ccaacgeegg
acggect cce
gggat cctgg
9agggct cag
¢gaget gaca
tectaccet g
tecetcecag
aaccct gage
gacat ggcga
agctacccca
tccct catga
ggagcgagt t
ggagat t cag
cegeeecet ge
aagctt cagg
agggaggacc
gacccccgea
ggcgggaccc
gcet ggact g
ccagcccega
ggatgtttct
cct cggacge
gaaaacgact
cccecagtgee
99990t gt g
gggacccaag
cactgcetcct
gct ct cagce
¢cect ect ge
gccccatcgg
ggtcticetce
t ggt aagaac
ccact ccact
caaaaagt ct
agcccaccag
t gt acat aac
geeggecct g
g9gg9aagqaqgg
geattittta
aacat ggt ¢c¢
ttteogetttt
cccoteotgtc
clcggect ct
ggcagct cca
gaaggccggag
gcatgtct cc
t gaaaat aaa
ctctceectg
gaacccggcyg
ccgagat ccg
ccaggcct aa
gtcggttcgt
aaagaat aaa

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1580
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2160
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3600
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4290
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Mst
1

H s
Leu
Val
Val
65

Ay
Asp
du
Val
An
145
Pro
A a

e

Val
305
Hs

Qy
an
Leu
Thr

385
Phe

<210>43
<211> 4188
<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Ay
Pro
Ar

50g
Ser
Val
Lys
e
Pro
130
Pro
Ay
Ser
Pro
a

210
Lys
Asp
Gu
Thr
Pro
290
Thr
Val
Mot
Tyr
Mot
370
Al a

Ay

ES 2390 083 T3

Met Hs O,srs

Gy
Asp
Pro
Lys
e
e
Arg
115
Ser

Phe

275
Gu

Ay
Pro
Val

Thr

355
Pro

Lsu

Val
Val
Cys
Ile
Ay
Ala
100
Asp
Val
H s

Asp
180
Ser
Val

Leu

Val

Qy
Leu
Arg
Pro
Pro
340
Ala
Pro
Ser

Hs

Asn
Val
Asp

Leu

245
Lys

Lsu

Lys

An
Arg
e
Tyr

Leu

Thr
150
Val
Val

Gy

Aa
230

Ser
Asn
Gy

360
Val

Aa

Leu
dn
Ser
55

Arg
Lys
Lys
Leu
Itae
135
Pro
Pro
Gy
Gu
Ay
215
Asp
Ag
Gu
du
Asn
295
Ala
dn
Au

du

Pro Pr

375
Gy

Pro

Asp

Ay
%g
Arg
Tyr
Pro
Arg
Ala
120
Asn
Asp
Ser
Ser
Lys
200
Thr
Pro
dn
val

280
Val

Pro

Lys
G
Arg
Gy
Thr

Tyr
185

345
Tep

Leu

H s

Phe Ser Ala

10

Val
Val

Leu

Val
a0
Asn
Ay
Ile
Ala
Ala
170
Sar
Lys
Qn
Thr
Tyr
250
Asn

Ay
Thr
Tyr
330
Arg
Pro

e

Phe
Au
Arg
Thr
75
Al a
Pro
ile

e

235
Pro

Gu

Thr
Leu
315
Pro
Asn
Phe

Leu

35

Val
Leu
Val
80
Thr
Thr
Cys

Arg
140

y Thr

Pro

Leu

dn
300
Pro

Thr
Pro

Leu
380
Leu

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 43

109

Mot

Asn
A a
Ser
Ser
Pro
et
125
Thr
Ay
Pro
Ay
Gu

205
Val

ndn

Val

Ser
285
Thr
Gy
Ser
Tyr
Asn
365
Pro

an

Hs

dy
Hs
Hs
Ile
Lys
Aon
Lys
Val
vai
[le
o
Asp
Leu
Phe
Leu
270
Ala
Tyr
Tyr
Thr
bro
Leu
Al a

Pro
15

Arg
dn
Ay

Val
95
Ala
Asp
Val
Thr
Ser
175
Leu

Val

AQu
An

255
Pro

Pro
Pro
Lau
335
Hs
Ala
Pro

Asp

Gy

Pro

Thr
Gn

160
Ser

Ser
Leu
Al a
240
Ala
Ala
Thr
Val
Pro
320
Ala
Pro
Lau
et

Ser
400



aggct ccagt
ct gccagege
ctgectitte
gacat cceeg
cecgget cec
ctcleggatg
cctgget gea

ctccggecga
cget cogete
€g9999¢cg9g9
ggatget ac
ctcceggege
accagottce

get geagege

ES 2390 083 T3

gtettctege
cetcectcee
ggcct ggccece
ttctetgeca
cct ct gaceg
aggggagel g
gagccat geg

110

agccgcaace
t cccggecct
gegeget cee
acit cgecaa
cceccegecee
agcgagt cge
cceceagt ge

cacct ggage
t cggcegeag
ct ceegeagg
ctcgccagea
gegegetct e
clceceegee

accccggece ggeeccacege

cagcccagag 60
cggegt gecge 120
cgccacctcg 180
¢t t ggagagg 240
cgaccaccge 300
cagctt cage 360
420



cecggggeca
tgcagttgeca
ccegececeg
ctcectttice
cget get cee
cgat gcacce
ceet aceccga
gtoacatctce
actacgagac
cgccecaaagt
gggagaticg
tctettecat
at gggget gg
cteetgttte
ggaticetcg
t cecccaatgg
ccitcaccea
acgtcttcca
cect gacece
t gggcagcaa
gcaccact ct
cctccacect
cccagt acac
ceccecgglce
accacat caa
ccggagggag
cat cccacga
gagcegt ggg
cccecgect ge
ccaccaagce
cgcgcgecgg
ggcaccegee
att aagaaga
ttettttcce
gat ggaat gg

ccaaggtt gg
cggctctica

gagaccegge
cecagtttce
gact cgcage
cggact 9gg9
tetgeeaggtg
gagget geec
cagaaccaca
aacacaaaag
agacecaot g
t gt cgeccge
t cgct ggogo
9gaggggggc
aaat gacgaa
ttcegtattt
cttetetoce
getetttect
1 ccgaggt gg
gggcggcecga
tgcgeectge
caat aaagtg
ccagat ct ct
gtttaaggga
¢gagggcgee
acccagygecc
ttcagt gegt
t aat aaat aa

ttctgetgac
aget ccgace
cgecgescege
tccteaagtic
geteetetge

agggcacggg
cgt ggt gagg
ccggeaget g
cggcageat ¢
ggt ggacaag
agaccggcet ¢
caacagaat ¢
gacaggagt g
cagegeet ce
¢t ccaat ggt
agat t cccag
gcageagcet g
ggcat cagag
t gggct t gat
cgt gt caggce
geectggitac
ggcaggaat g
ggcct acaac
gceect geeg
gctt caggee
ggaggaccga
cceecgeaac
cgggaccct ¢
ct ggact gcg
agccccegaag
atgtttctgt
t cggacget ¢
aaacgacttt
ccagt gccag
Qogt gt 9999
gacccaagga
ctgctcctee
t ct cagcect
cctcctgeca
cccat cggac
tettecteca
gt aagaaccyg
act ccact cc
aaaagt ct ac
cccaccagge
t acat aacce
cggcecctgee
g9aagggggg
attttttatg
catggteetg
tegetttttce
coctctgtcte
cggcctcetet
cagct ccage
aggccgggec
atgtctecci¢
aaaat aaata
ctecectgeg
acccggegcec
gaggt ccgge
aggcct aacce
cogttegtitt
agaat aaaat

ES 2390 083 T3

cgoecagecce
aaccecggagg
agcagecgog
ctgaagtiga
ctccecat gg
ggt gt gaace
cagcgceat eg
cgagt cagee
aagccgggt g
att get gaat
¢t ggcegagg
at ccggaccea
accgceccetg
aat gacccag
gagaagagga
agi ggt gt 9g
gaagcttigg
cacat caaat
gaagt caagt
acacagacat
ccecetcacg
gt gcct ggga
gaggcttgga
¢t gct geege
gacagettcg
cgcgacgecga
ccttcacate
aggeeegggc
cagegeegt g
coccgecagcece
gacacacaat
gggcgceeagg
¢t gcaggagg
ccggact gcc
gt ccgget ct
tcggggggcce
tggcct geet
gcct t geeee
gt cett cgee
get et cecegy
gcagttactt
gttctgaget
t cccat ccce
atttatttaa
tgetgetttg
cteccectee
t gt agat acg
gacacagcta
{tacaaaaaa
tggacicetc
ctccctgeec
tgtcotctete
ccceagacet
cceccgggetc
gececcegtcec
acccqgt ggat
aaaatccttyg
agccettttt
cagecaggcet
ccat cceagt
t gct aaat gt
tgattctitt
fttgtatgtc

cgagecccega
agccecageqg
cgttcactca
gtttgagagg
at at gcactg
aget cgggag
t ggaget gge
acgget gt gt
1gatcgot gg
acaaacgaca
gecatetgtga
aagttcagea
gcecacaccat
tgggatccta
aacgtgatga
acagtttgcg
atcgggtctt
cagaacaggg
cgagtctate
acccagtt gt
tgcececccac
gcgagttctc
gattcagcaa
tgcct at gac
gcct ccacal
tgceteceegg
accceccteg
ccgeegeces
agggggattc
acccet geegg
cagegeggac
aggcett cget
aagagceceege
ctcgecttce
aggaacgggc
cagcagcccg
agttccceag
tacct cageg
tgtcecttga
gaccgeegea
gat geceect
ggegt ct gag
t cccagectc
tat gatggtc
t ggaaagacg
geceegecce
ccocgetgtc
cacgcccatt
aaattacgaa
tggecetgttt
ctetctecct
cgictotgte
ggeecgaccey
gcececctecge
gccccgt agt
cgt gacgact
aacaaat ccg
attt gagaag
ccagt ggece
cct gt gggge
ccecggacgg
tcttttgtge
agaaaaaaaa

cagt ggcaag
gggagcgceag
tcctecctce
cgacacggceg
caaagcagac
gatgttigig
ccaceagogt
cagcaaaatc
¢t ccaagccece
gaacccgact
caat gacaca
geetitecac
tgttcecage
¢t ccat caat
agat gt gt ¢t
gaagcacttg
tgagegt cet
gaacgagt ac
tgcatccace
gact ggt cgt
tggecaggga
cggcaaccceyg
cccegectta
cgccact agt
cgt cccegtc
ccaccgececee
aaggt cggac
cagcecccgee
ggcccagetc
act cgggcegce
cgcagecgegg
ggagggget g
tgecgaat ¢¢
gagt gt gccc
11199999cg
caccgatcga
ggcecggeac
tctcttccac
cgccect geat
ggaccagtti
¢ceccecgacac
¢t get geggg
ct cctcecggce
tttgcaaaaa
gtgtgtgteg
geeeggeccee
tgtgctgtga
aaagcacagc
agaaaagaaa
t gt tgget ot
ctgeccet ¢t
gecicttgtcet
cecctgtcetee
gggcegt gece
tgetectttcg
cgaadt aaca
aaaaggcttg
gaaaaagaga
gaacggggcyg
tggeccgggea
tictggtete
acat aagaaa
aaaaaaaa

t1gcgget ac
tgttgegece
cccacegt ce
gcggeggccy
ccctteteeg
aacggeegge
gt geggecct
ct gggeagot
aaagt ggcga
atgttcgect
gtgececageg
ccaacgeegyg
acggecet cce
gggatcct gg
gagggct cag
cgagct gaca
tcctacceig
tcectcecag
dacceet gage
gacat ggcga
agct acccca
tacagccace
ctaatgcecge
taccgcgggg
t gaccccace
agcctcacce
aggacggat g
tgccgceecet
gt cccggcect
gacctgctgg
cccagecccy
ggccaaggag
¢t gggaaaaa
tgt cccagaa
tcaggtcitt
gceggact et
cteetgetge
ctgectggect
cct cet cecet
ccatagact g
agact ctcaa
gt ggaagt gg
aggaact gaa
ggaacaaasac
t gt gaaggcg
gt agagt cec
gagt cgccgce
acgtcctggg
tctctatgea
ttectetgtaa
ctectoteeg
gtetgtctcet
gcaggct aga
cgegegecceeo
gt agt ggcga
gaaacaaagt
gagtcctcge
gaagagaat ¢
gcgaggoacygyg
gagaccecegg
ct cggccact
t aaat aataa

480

540

800

660

720

780

840

200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4188

<210>44

<211>431

<212>PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 44

Met
1

Hs
Leu
Val

Val

65

Ay
Asp
Qu
Val

dn
145
Pro
Aa
He
Tyr
Trp
225
an
Thr
Tyr
Asn
Ser
305
Gy
Thr
Tyr
Gy
Arg
385
Pro

1le

<210>45
<211>4257
<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp
Gy
Pro
Ar g
50

Ser
Val
Lys
Ile
Pro
130
Pro

Ay

Pro
Thr

210
Thr

dn
Pro
Qu

290
Ser

Leu
Pro
Asn
370
Phe
Leu

Lys

et
Ay
Asp
35
Pro
Lys
Ila
e
Arg
115
Ser
Phe
Hs
Asn
Ar
19
Asp
Leu
Ay
dn
As
27
Tyr
Lseu
An
Pro
Thr

355
Pro

Leu

Leu

Hs
Val

20
Val

Thr
Pro
Arg
Val

dn

260
Val

Ser
Thr

Gy
340

420

s
Asn
Val
Asp
Leu
Qy
&y
Ag
Ser

245
Leu

Phe
Leu
Al a
Tyr
325
Tyr
Thr

Pro

Leu
405
Al a

Lys
dn
Arg
e
Ay
70

Ser
Tyr
Leu
Ser
Thr
150
val
Val
Qy
Hs
Val
230
Ser
GQu
dn
Pro
Ser
310
Pro
Pro
Leu
Hs
Al a
390
Pro

Asp

Al a
Leu
An
Ser
55

Arg
Lys
Lys
Lau

ile
135

The
Val
Pro
Al a
Pro
375
Leu

Mot

Asp
Gy
Tyr
Pro
Arg
Ala
Ao
Asp
Ser
Ser
GQu
Arg
Leu
Ser

280
Lau

Val
H s
Ay
360
An
Leu

Thr

112

Pro
Ay
e
dn
Tyr
Lys
a s
Arg
Qy
Thr
Tyr

Ay
Ay
Lys
Asp
265
Au
Thr
Pro
Thr
Val
345
et
Tyr
et
Al a

Ay
425

Phe
Val
Val
Leu
Gu
Val
Asn
Ay
Ile
Al a
Al a
170
Ser
Lys
ay

H s
250
Arg
Hs
Pro
du
€]

33

Pro
Val
Thr
Pro
Thr

410
Leu

Ser
Phe
du
Arg
Thr
75
Al a
Pro
Ila
ile
y
155
Ser
Ile
Arg
ay
Val
235
Leu
Val
fle
Gy
Leu
315
Pro
Pro
Al a
Pro
395
Ser
H s

Al a
Val
Leu
Val
60

Gy
Thr
Thr
Cys
Arg
140
Thr

Pro

Asp
Qy
220
Pro
Arg
Fhe
Lys
Leu
300
Asp
Thr
Qy
Tyr
380
Pro
Tyr

e

Met
Asn
Al a

45
Sar

Pro
Met

Asp
Thr
Gy
Pro
Ay
Gu

205
Leu

Al a
A u
Sar

285
Asp

et

Ay
Ser
365
Asn
Ay
Arg
Val

H s
Gy
30

H s
Hs
Ile
Lys
Phe
110
Asn
Lys
val
Val
e
190
Val
Hs
Ay
Asp
Arg

270
Au

Asn
Al a
Gn
350
du
du
Pro
Gy

Pro
430

Val

Thr
Ser
175
Leu
GQu
Leu
Asp
Thr
255
Pro
Gn
Val

Val

Ser

335
Gy

Ala
Pro
Asp

415
Val

180
Ser

Ay
Val
Val

Lys

400
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 45

113



agget ccagt
ct gccagege
ctgectitic
gacat cceeg
cceoget cec
cteteggatg
cctgget gea
¢cccggggeca
tgcagttgea
cccgeecceeg
ctceettttce
cgetgcetecce
cgatgcacce
ccet aceepa
gtgacatctc
act acgagac
cgeccaaagt

gggagattcg
tctettccat

at ggggct gg
ctcetgtitc
ggattcceteg
ctgeccacat
agggcet cagt
gagct gacac
cctaccetga
ccctoceage
accctgaget
acat ggegag
gct accecac
acagccaccc
t aat gecgcee
accgcgggga
gaccccacce
geectcacccee
ggacgggt g9
gecgeeeet ¢
t cccggectc
acctgectgge
ccagececgg
gccaaggaga
t gggaaaaat
gt cccagaag
caggtettte
ccggactcete
tcectgetgeg
tgctggecte
ctectecctg
cat agact gc
gact ct caat
t ggaagt ggg
ggaact gaac
gaacaaaaca
gt gaaggcga
t agagt cect
agt cgeeget
cgt cct gggg
ctctatgcaa
tctotgtaat
tecctetecoe
tetgtctclg
caggct agat
gecgegecceg
t agt ggcgat
aaacaaagtc
agtcctcgcece
aagagaatcg

ct ccggeega
cgctcggete
99999999
ggattgctac
ct ceeggege
accaggticc
get geagege
ttetgetgac
aget ceggee
cgegeccege
tcctcaagtc
getecctetge
agggcacggg
cgt ggt gagg
ccggcagetg
cggcagcatc
ggi ggacaag
agaccggetc
caacagaatc
gacaggagt g
cagcgcctcc
ct ccaat got
t agaggagat
ccccaat gga
cttcacccag
cgtcttccag
cctgaccect
gggcagcaac
caccactctg
cteccacectg
ccagl acacg
ccecggtecyg
ccacat caag
tggagggagy
atcccacgac
agecegt ggge
ccegect gee
caccaageca
gcgegeceggaa
gcacccgect
t t aagaagaa
tetttteece
at ggaat ggg

caaggt t ggg
gactcttcac

agacceggcet
ccagtitcce
act cgeagece
ggact ggggt
ct gecggt gg
ggget gecea
agaaccacaa
acacaaaage
aaceceggt gt
gt cgeecgee
cgct 9999099

gaggggggca
aat gacgaac

tecatgtttt
ttctetecce
ctecttteoctce
ccgaggt gge
ggcggcegaa
gcgccet gea
aal aaagiga
cagatctcte
tttaagggaa

ES 2390 083 T3

gtcttctege
cclceet cce

ggcctggeee g

ttcictgeea
cet ctgaceg
aggggagct g
gagccat gcg
cgceocagece
aacccggagg
agcagcecggg
ctgaagttoga
ctceecat 9g
ggt gt gaacc
cagegeat ¢cg
cgggt cagec
aagccgggtg
attgct gaat
¢t ggcecgagg
at ccggacca
accgeccectg
aat gacccag
gagaagagga
ggaggtttge
gattccecaga
cageaget gg
gcat cagage
gggetigatg
gt gt caggca
cctggttace
gcaggaat 99
gectacaacg
¢eectgeege
cttcaggeceg
gaggaccgac
ccccgeaace
gggaccetca
t ggact gege
gccccgaage
totttetgtg
cggacgcet cg
aacgactttc
cagt gccage
ggt gt gogag
acccaaggat
tgctcetect
ctcagceecet g
ctccigecag
cecat cggacg
cttcctecag
t aagaaccgqg
ctecactect
aaagt ct aca
ccaccaggct
acat aacccc
ggeeet gect
gaaggggagg
ttttttatot
atggtcct ot
cgectttttce
ctetgtetct
ggcctetcte
agct ccagece
ggccgggecy
tgtcteetca
aaat aaat aa
tccecctgega
cceggegecece

agccgeaacce
t cccggecet
cgcgcet cce
acttcgccaa
ccocecgeccee
agcgagt cge
ceeceagt ge
¢cgagececega
ageececagey
cgticactca
gittgagagg
atatgcactg
agct ¢ggggy
t ggagct ggc
acggct gi gt
tgatcggt gg
acaaacgaca
gcatctgtga
aagttcagca
gccacaccat
tgggatccta
aacgtgatga
atctggtctg
gtagtgtgga
aagctitgga
acat caaatc
aagtcaagtc
cacagacat a
cccct cacgt
tgeet gggag
aggct t ggag
tgct gecget
acaget tcgg
gcgacgcgat
cticacatca
ggeecgggee
ggcgecgt ga
ccgccageca
acacacaatc
ggcgccagga
t gcaggagga
¢ggact gcce
tceggetcta
cggggggecce
ggcctgecta
ccitgeecct
tectt cgect
ctctcceggg
cagitactig
ttctgagetg
cecat ceect
titatttaat
getgetttgt
tceceecetcceg
gt agat acgc
acacagct ac
t acaaaaana
ggactcctct
tceetgeece
gtctectetce
c¢cagacctg
cccggget cg
cceegl ceeg
ceegtggat ¢
aaatcctiga
gecctitita
agccaggcetc

114

cacct gggge
t cggecgegg
ct ccegeagg
ct cgcecagea
gecgeget cte
ctceceegec
accceggecce
cagt ggcaag
9ggagcgcag
tcctecctee
cgacacgygcg
caaagcagac
ggtgtitgtg
ccaccagogt
cagcaaaatc
ct ccaagecece
gaacccgact
caatgacaca
geettteccae
tgttcccage
ctccat caat
agttgaggt a
gactttaaga
caglttgegg
tcgggtcttt
agaacagggq
gagtctatct
cccagitglyg
gceccecact
cgagttctee
attcagcaac
gectatgace
cctccacatc
gcctcecgge
ccccecetcga
cgecgeccecee
gggggatt cg
ccelgecgga
agegcegogace
ggettegetg
agageecget
tcgeettceg
ggaacgggct
agcagcccge
gttcceceagg
acctcagegt
gt ccecltgac
accgccgeag
atgccccectc
gcgt ¢l gage
cccagect ce
at gat ggt ct
ggaaagacgg
ccecgecceeg
ceecget gt et
acgcccatta
aat t acgaaa
ggcetgtitt
tctetecete
gtctctagtcg
gcceeggecge
cceccctegeg
ceceotagit
gtgacgaci¢
acaaatccga
t 11 gagaagg
cagtggcccg

cagcccagag
cggcgt gege
cgoccacctcg
ctt ggagagg
cgaccaccge
cagcitcage
ggcccaccge
ttgegget ac
tgttgegeee
cccaccegt ce
gcggeggeeg
cccitcteeg
aacggecgge
gt gcggecct
¢t gggcaggt
aaagt ggcga
at gt tcgect
gt gcecageq
¢caacgecgy
acggect cce
gggat cctgg
tacact gatc
gatgtgtetg
aagcacttgc
gagcgt cctt
aacgagt act
gcat ccacca
actggtcotg
ggccagggaa
gocaaccegt
ccegecttac
gccact agtt
gt cccegt ¢t
caccgcceeca
aggt cggaca
agccccgcect
geccagetcg
¢t cgggegeg
gcagegegge
9aggggcet g9
gccgaat cece
got gt geect
tt gggggcot
acegai cgag
gceeggeace
cteticecace
gecectgeat e
gaccagttic
ccecgacaca
tget geggag
tcetccggea
tt gcaaaaag
tgtot gtcot
ceceggeeceg
gt gct gt gag
aagcacagca
gaaaagaaat
gttgget et
tgeeectete
ctetigietyg
cctgtctecg
ggegt gecce
gctetttegg
gaaat aacag
aaaggcttgg
aaaaagagaa

aacggagegy

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
20490
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3080
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
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cgagggeggc gaggoacgecg aggtccggec catcccagtc ctgtgggger ggeegggeag 4080
agaccecgga cccaggecca ggectaacct gotaaatgtc cccggacggt tetggtetee 4140
tcggeccacit tcagtgeglc ggttegttit gattcittit citttgigeca cataagaaat 4200
aaat aat aat aat aaataaa gaataaaait t{tgtatgica aaaaaaaaa’a aaaaaaa 4257

<210>46

<211>104

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 46

ttcaccetig actgiggcac ctceccttcag ttccgtcgac gaggttgtge aatccaccag 60
tcttataaat acagigacgc tccagcctet ggaagectct gtca 104

<210>47

<211>17

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 47
t caagcgtgactaattg 17

<210>48

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 48
actgcccat t gcccaaacac 20

<210>49

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 49
aaaat ctt gc cagct 11 ccc ¢ 21

<210>50
<211>23

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 50
gt cggt t acg gagcggaccg gag 23

<210>51

115



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2390 083 T3

<211> 24
<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 51
t aacat at ag acaaacgcac a.C. 24

<210>52

<211> 23

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 52
gcgettgtgtcgecattgtallc 23

<210>53

<211>24

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 53
gt cacaccac agaagt aagg 11 cc 24

<210>54

<211> 23

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 54

gt cggt t acg gagcggaccg gag 23

<210>55

<211>25

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 55
cacagagcatt ggcgatctcgatgc 25

<210>56

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 56
acccgact at gt t cgcect gg 20

<210>57
<211>21
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<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 57
aagct ctggatcgagtct11 g 21

<210>58

<211> 20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 58
atgtgtcagg cacacagacg 20

<210>59

<211>21

<212>ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 59
gucgagucua ucugcaucct t 21

<210>60

<211>21

<212>ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 60
ggaugcagau agacucgactt 21

<210> 61

<211>19

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 61
tcagcagtgg agggcaatg 19

<210>62

<211>23

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 62
cct ct gt aac aggt gect t g aat 23

<210>63
117



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2390 083 T3

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

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 63
acagcaaacc t cct cacagc ¢ 21

<210>64

<211> 20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 64
t ggagacgt g gcacctcttg 20

<210>65

<211> 24

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 65
t at gat accc gggagat cgtgatc 24

<210>66

<211> 24

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética
<400> 66

gt gcagat gc cggtt caggtactc 24

<210>67

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 67
t cagccect gg act acct gca 20

<210>68

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: nota = Construccion sintética

<400> 68
gaggt cccgg t acaccacgt 20
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REIVINDICACIONES
1. Un kit para monitorizar afecciones de prostata en un sujeto, que comprende:

un primer par de cebadores de PCR para detectar la expresion de DEFB1 en un tejido de dicho sujeto,
teniendo preferentemente el primer par de cebadores de PCR las secuencias de nucle6tidos de SEC ID N°: 35
y 37,

un segundo par de cebadores de PCR para detectar la expresién de PAX2 en el mismo tejido de dicho sujeto,
seleccionandose preferentemente el segundo par de cebadores de PCR del grupo que consiste en SEC ID N°:
43y 47, SECID N°: 44y 48y SEC ID N°: 45y 49; y

un tercer par de cebadores de PCR para detectar la expresion de un primer gen de control en el mismo tejido
de dicho sujeto, siendo preferentemente el primer gen de control el gen GAPDH o el gen B-actina y/o
seleccionandose preferentemente el tercer par de cebadores de PCR del grupo que consiste en SEC ID N°: 42
y 46y SEC ID N°: 34 y 36.

2. El kit de la reivindicacion 1, que adicionalmente comprende un cuarto par de cebadores de PCR para detectar la
expresion de un segundo gen de control en el mismo tejido de dicho sujeto, en el que el primer gen de control es
preferentemente el gen B-actina y el segundo gen de control es preferentemente el gen GAPDH.

3. El kit de la reivindicacion 1 6 2, que adicionalmente comprende una ADN polimerasa, reactivos para la reaccion
PCR, una transcriptasa inversa y/o reactivos para la extraccion del ARN.

4. Un método ex vivo para monitorizar afecciones de préstata en un sujeto, que comprende:

determinar la proporcion de la expresion del gen de caja emparejada 2 con respecto al gen beta defensina-1
(PAX2 con respecto a DEFB1) en células obtenidas de la préstata del sujeto,

en el que la proporcion de la expresion de PAX2 con respecto a DEFB1 se correlaciona con afecciones
prostéticas.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que la proporcion de la expresién de PAX2 con respecto a DEFB1 de 100:1
0 superior es indicativa de la presencia de cancer de prostata en el sujeto, una proporcién de expresién de PAX2
con respecto a DEFB1 de 40:1 o superior, pero inferior a 100:1, es indicativa de la presencia de neoplasia
intraepitelial prostéatica (PIN) en el sujeto y una proporcion de expresion de PAX2 con respecto a DEFB1 de menos
de 40:1 es indicativa de préstata normal en el sujeto.

6. El método de las reivindicaciones 4 6 5, en el que la etapa de determinacion comprende:

determinar el nivel de expresion del gen PAX2 con respecto al nivel de expresion de un gen control, siendo
preferentemente el gen control el gen GAPDH,;

determinar el nivel de expresion del gen DEFB1 con respecto al nivel de expresion del mismo gen de control,
siendo preferentemente el gen de control el gen GAPDH, y

determinar la proporciéon de la expresion de PAX2 con respecto a DEFB1 basandose en los niveles de
expresion de PAX2 y DEFB1, y los niveles de expresién de PAX2, DEFB1 y los genes control se determinan
preferentemente mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real.
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