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DESCRIPCIÓN 

Modulación de oligonucleótidos antisentido de la expresión STAT3 

Campo de la invención  

Esta invención se relaciona con composiciones y métodos para modular la expresión del gen humano STAT3, el 
cual codifica una proteína enlazante de ADN presente de manera natural involucrada en la transducción de señales 5 
y activación transcripcional, y está implicada en enfermedades. Esta invención también se relaciona con métodos 
para inhibir la transducción de señales y activación transcripcional mediada por STAT3; estos métodos pueden ser 
utilizados como diagnóstico o terapéuticamente. Adicionalmente, esta invención se relaciona con el tratamiento de 
condiciones asociadas con la expresión del gen STAT3 humano. 

Antecedentes de la invención 10 

Las proteínas STAT (transductores de señal y activadores de transcripción) son proteínas enlazantes de ADN que 
juegan un papel doble en la transducción de señales y activación de la transcripción. Actualmente, hay seis 
miembros distintos de la familia STAT (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5, y STAT6) y varias isoformas 
(STAT1-alfa, STAT1-beta, STAT3-alfa y STAT3-beta). Las actividades de las STAT son moduladas por diversas 
citoquinas y estímulos mitogénicos. 15 

El enlazamiento de una citoquina a su receptor da como resultado la activación de la proteína tirosina quinasa de 
Janus (JAK) asociadas con estos receptores. Esta a su vez, fosforila la STAT, dando como resultado la 
translocación al núcleo y la activación transcripcional de los genes que responden a STAT. La fosforilación en un 
residuo específico de tirosina de la STAT da como resultado su activación, dando como resultado la formación de 
homodímeros y/o heterodímeros de STAT los cuales se enlazan a secuencias promotoras de genes específicos. Los 20 
eventos mediados por las citoquinas a través de la activación de STAT incluyen proliferación celular y diferenciación 
y prevención de la apoptosis. 

La especificidad de la activación de STAT es debida a citoquinas específicas, esto es, cada STAT es responsable de 
un número pequeño de citoquinas específicas. También se ha encontrado que otras moléculas de señalización que 
no son citoquinas, tales como los factores de crecimiento, activan las STAT. El enlazamiento de estos factores a un 25 
receptor de la superficie celular asociado con la proteína tirosina quinasa también da como resultado la fosforilación 
de STAT.  

Se ha encontrado también que la STAT3 [también el factor de respuesta de fase aguda (APRF), STAT3-alfa], en 
particular, responde a la interleuquina-6 (IL-6) así como al factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Darnell, Jr., J.E., 
et al., Science, 1994, 264, 1415-1421). Además, se ha encontrado que la STAT3 tiene un papel importante en la 30 
transducción de señales por interferones (Yang, C.-H., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95, 5568-5572). 
Existe evidencia que sugiere que la STAT3 puede ser regulada por la ruta MAPK. La ERK2 induce la fosforilación de 
la serina y también se asocia con STAT3 (Jain, N., et al., Oncogene, 1998, 17, 3157-3167).  

La STAT3 expresa en la mayor parte de los tipos celulares (Zhong, Z., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 
4806-4810). Induce la expresión de genes involucrados en la respuesta a las lesiones e inflamación de tejidos. La 35 
STAT3 también ha demostrado prevenir la apoptosis a través de la expresión de bcl-2 (Fukada, T., et al., Immunity, 
1996, 5, 449-460).  

La expresión aberrante de o la expresión constitutiva de la STAT3 está asociada con un cierto número de procesos 
de enfermedades. La STAT3 ha demostrado estar involucrada en la transformación celular. Es activa 
constitutivamente en células transformadas por v-src (Yu, C.-L., et al., Science, 1995, 269, 81-83). La STAT3 40 
activada constitutivamente también induce la expresión de genes mediada por STAT3 y se requiere para la 
transformación celular por medio de src (Turkson, J., et al., Mol. Cell. Biol., 1998, 18, 2545-2552). La STAT3 también 
es activa constitutivamente en células transformadas por el virus I linfotrófico de células T humano (HTLV-I) (Migone, 
T.-S. et al., Science, 1995, 269, 79-83).  

La activación constitutiva y/o sobreexpresión de STAT3 parece estar involucrada en varias formas de cáncer 45 
incluyendo mieloma, carcinomas de seno, cáncer de próstata, tumores de cerebro, carcinomas de cabeza y cuello, 
melanoma, leucemias y linfomas, particularmente leucemia mielogenosa crónica y mieloma múltiple (Niu et al., 
Cancer Res., 1999, 59, 5059-5063). Las líneas celulares de cáncer de seno que sobreexpresan EGFR expresan 
constitutivamente STAT3 fosforilada (Sartor, C.I., et al., Cancer Res., 1997, 57, 978-987; Garcia, R., et al., Cell 
Growth and Differentiation, 1997, 8, 1267-1276). También se encontraron niveles de STAT3 activados elevados en 50 
glioblastomas y meduloblastomas de grado bajo (Cattaneo, E., et al., Anticancer Res., 1998, 18, 2381-2387).  

Las células derivadas de cánceres de próstata tanto de ratas como humano han demostrado tener STAT3 activada 
constitutivamente, estando relacionada la activación de STAT3 con potencial maligno. La expresión de STAT3 
negativo dominante se encontró que inhibía significativamente el crecimiento de células de próstata humana (Ni et 
al., Cancer Res., 2000, 60, 1225-1228).  55 
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También se ha encontrado que la STAT3 es activada constitutivamente en algunas leucemias agudas (Gouilleux-
Gruart, V., et al., Leuk. Lymphoma, 1997, 28, 83-88) y en linfomas de células T (Yu, C.-L., et al., J. Immunol., 1997, 
159, 5206-5210). De manera interesante, se ha encontrado que la STAT3 es fosforilada constitutivamente en un 
residuo de serina en leucemia linfocítica crónica (Frank, D. A., et al., J. Clin. Invest., 1997, 100, 3140-3148). 
Además, se ha demostrado que los oligonucleótidos antisentido a la STAT3 promueven la apoptosis en células de 5 
cáncer de pulmón de células no pequeñas (Song et al., Oncogene 22:4150, 2003) y en células de cáncer de próstata 
(Mora et al., Cancer Res. 62:6659, 2002).  

Se ha encontrado que la STAT3 es constitutivamente activa en células de tumores de mieloma, tanto en cultivo 
como en células mononucleares de médula ósea de pacientes con mieloma múltiple. Estas células son resistentes a 
la apoptosis mediada por Fas y expresan altos niveles de BcL-xL. La señalización de STAT3 demostró ser esencial 10 
para la supervivencia de células tumorales de mieloma confiriendo resistencia a la apoptosis (Catlett-Falcone, R., et 
al., Immunity, 1999, 10, 105-115). La STAT3 activada constitutivamente también está asociada con leucemia 
mielogenosa crónica. Así la STAT3 es un objetivo potencial para la intervención terapéutica en múltiples cánceres de 
mieloma y otros con rutas de señalización de STAT3 activadas. Las opciones para el tratamiento de pacientes con 
mieloma múltiple no son completamente satisfactorias. El Velcade fue aprobado en mayo del 2003 con un ensayo de 15 
pivote de 188 pacientes evaluables con base en encogimiento de tumor, no en supervivencia. Solamente el 28% (de 
los pacientes mostró una respuesta parcial. Los datos están actualmente bajo revisión de la FDA. Hay una 
necesidad médica distintiva por terapias novedosas para el mieloma quimiorresistente. 

Se ha utilizado una metodología de terapia genética en un sistema de modelo de tumor de ratón singenésico para 
inhibir la STAT3 activada in vivo utilizando una variante de STAT3 negativa dominante. Se encontró que esta 20 
señalización de STAT3 activada suprime el crecimiento del tumor de melanoma B16 e induce la apoptosis de células 
tumorales B16 in vivo. De manera interesante, el número de células apoptóticas (95%) excedió el número de células 
transfectadas, indicando un posible “efecto supresor” antitumoral en el cual una respuesta inflamatoria (infiltración 
del tumor por células inflamatorias agudas y crónicas) puede participar en la matanza de células tumorales 
residuales (Niu et al., Cancer Res., 1999, 59, 5059-5063).  25 

La STAT3 también puede jugar un papel en enfermedades inflamatorias incluyendo la artritis reumatoide.  La STAT3 
activada ha sido encontrada en el fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoide (Sengupta, T.K., et al., J. Exp. 
Med., 1995, 181, 1015-1025) y en células de articulaciones inflamadas (Wang, F., et al., J. Exp. Med. , 1995, 182, 
1825-1831).  

La división alternativa da como resultado la formación de STAT3, la cual está caracterizada por la ausencia de 55 30 
residuos de aminoácidos encontrados en el termino C de STAT3. Este dominio contiene el dominio de 
transactivación, y así, la STAT3 puede actuar como regulador negativo de la función de STAT3.  

Se ha encontrado que la STAT3 es más estable y tiene mayor actividad de enlazamiento a ADN que la STAT3, 
mientras que la STAT3 es más activa transcripcionalmente. La STAT3, también como la STAT3, forma 
homodímeros, y los dos también pueden enlazarse entre sí como un heterodímero (Caldenhoven, E., et al., J. Biol. 35 
Chem., 1996, 271, 13221-13227).  

Hay actualmente varias metodologías para inhibir la expresión de STAT3. Las Patentes de los Estados Unidos Nos. 
5,719,042 y 5,844,082, ambas concedidas conjuntamente a Akira, S. y Kishimoto, T. enseñan el uso de inhibidores 
de APRF, incluyendo anticuerpos, ácidos nucleicos antisentido y ribozimas para el tratamiento de enfermedades 
asociadas con IL-6, tales como enfermedades inflamatorias, leucemia y cáncer. Schreiber, R.D., et al., en las 40 
Patentes de los Estados Unidos Nos. 5, 731,155; 5, 582,999; y 5, 463,023, divulgan métodos para inhibir la 
activación transcripcional utilizando péptidos cortos que se enlazan a p91. Darnell, J.E., et al., en la Patente de los 
Estados Unidos No. 5, 716,622, divulga péptidos que contienen el dominio enlazante de ADN de STAT, proteínas 
quiméricas que contienen el dominio de enlazamiento a ADN, y anticuerpos para STAT para inhibir la activación 
transcripcional de STAT 45 

Ha sido divulgado el uso de un oligonucleótido antisentido direccionado a la región de inicio de la traducción de 
STAT3 humana (Grandis, J. R., et al., J. Clin. Invest., 1998, 102, 1385-1392). En este reporte, un 
oligodesoxinucleótido fosforotioato complementario a la región de inicio de la traducción de STAT3 inhibió el 
crecimiento de células estimuladas THF-β mediado por el receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR), 
sugiriendo que la STAT3 es un componente de la ruta de señalización de EGFR.  50 

La WO 00/61102 divulga composiciones, compuestos y métodos para inhibir la expresión de STAT3. Las 
composiciones comprenden oligonucleótidos antisentido direccionados a ácidos nucleicos que codifican STAT3.  

Se mantienen una necesidad no satisfecha por composiciones y métodos terapéuticos que apunten a la expresión 
de STAT3, y procesos de enfermedad asociados con la misma.  

Resumen de la invención  55 
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La invención provee un oligonucleótido antisentido de 12 a 50 nucleobases en longitud, el cual específicamente 
hibrida con una molécula de ácido nucleico que codifica STAT3 y es capaz de inhibir la expresión de STAT3, y en 
donde el oligonucleótido está direccionado a los nucleótidos 2983 a 3127 de SEQ ID NO:154.  

La invención también provee una composición farmacéutica que comprende un oligonucleótido antisentido de 
acuerdo con la invención y un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptable. 5 

La invención también provee un oligonucleótido antisentido de acuerdo con la invención para uso en terapia o 
profilaxis.  

Resumen de la divulgación 

La presente divulgación provee oligonucleótidos los cuales apuntan a ácidos nucleicos que codifican STAT3 y son 
capaces de modular la expresión de STAT3. La presente divulgación también provee oligonucleótidos quiméricos 10 
direccionados a ácidos nucleicos que codifican STAT3 humano.  

La presente divulgación también comprende métodos para modular la expresión de STAT3 humano, en células y 
tejidos, utilizando los oligonucleótidos de la divulgación. 

La presente divulgación comprende adicionalmente métodos para diagnosticar y tratar enfermedades inflamatorias, 
particularmente artritis reumatoide, y cánceres, incluyendo los de seno, próstata, cabeza y cuello y cerebro, 15 
mielomas, melanomas, leucemias y linfomas. Se cree que los oligonucleótidos y métodos de la presente divulgación 
son útiles terapéutica y profilácticamente. Se cree adicionalmente que los oligonucleótidos de la presente divulgación 
son útiles como herramientas de investigación clínica y diagnóstico, así como para la detección y determinación del 
papel de STAT3 en diversas funciones celulares y procesos y condiciones fisiológicas y para condiciones de 
diagnóstico asociadas con la expresión de STAT3. 20 

Descripción detallada 

La STAT3 juega un papel importante en la transducción de la señal de citoquina. La sobreexpresión y/o activación 
constitutiva de STAT3 está asociada con un cierto número de enfermedades inflamatorias y cánceres. Como tal, 
está proteína de enlazamiento a ADN representa un objetivo atractivo para el tratamiento de tales enfermedades, en 
particular, la modulación de la expresión de STAT3 puede ser útil para el tratamiento de enfermedades tales como 25 
artritis reumatoide, cáncer de seno, cáncer de próstata, cáncer de cerebro, cáncer de cabeza y cuello, mielomas, 
melanomas, leucemias y linfomas.  

La presente invención emplea compuestos antisentido, particularmente oligonucleótidos, para uso en la modulación 
de la función de moléculas de ácidos nucleicos que codifican STAT3, modulando finalmente la cantidad de STAT3 
producida. Esto se logra proveyendo oligonucleótidos que hibridan específicamente con ácidos nucleicos, 30 
preferiblemente ARNm, que codifica STAT3. 

Esta relación entre un compuesto antisentido tal como un oligonucleótido y su objetivo de ácido nucleico 
complementario reverso al cual hibrida, se denomina comúnmente como “antisentido”. “Direccionamiento” de un 
oligonucleótido a un ácido nucleico objetivo escogido, en el contexto de esta invención, es un proceso de etapas 
múltiples. El proceso comienza usualmente con la identificación de una secuencia de ácidos nucleicos cuya función 35 
va a ser modulada. Este puede ser, como ejemplo, un gen celular (o ARNm hecho a partir del gen) cuya expresión 
está asociada con un estado de enfermedad particular, o un ácido nucleico foráneo de un agente infeccioso. 

En la presente invención, los objetivos son ácidos nucleicos que codifican STAT3; en otras palabras, un gen que 
codifica STAT3 o ARNm expresado a partir del gen STAT3, ARNm que codifica STAT3 es actualmente el objetivo 
preferido. El proceso de direccionamiento también incluye la determinación de un sitio o sitios dentro de la secuencia 40 
de ácidos nucleicos para que la interacción antisentido ocurra de tal manera que resulte una modulación de la 
expresión del gen.  

De acuerdo con esta invención, las personas de experiencia normal en la técnica entenderán que el ARN mensajero 
incluye no solamente la información para codificar una proteína utilizando el código genético de tres letras, si no 
también los ribonucleótidos asociados que forman una región conocida por tales personas como la región no 45 
traducida 5’, la región no traducida 3’, la región cubierta 5’ y los ribonucleótidos de unión intrón/exón. Así, pueden 
formularse de acuerdo con esta invención oligonucleótidos que están direccionados completamente o en parte a 
aquellos ribonucleótidos asociados así como a los ribonucleótidos de información. El oligonucleótido puede por lo 
tanto ser hibridable específicamente con una región de sitio de iniciación de transcripción, una región de codón de 
iniciación de traducción, una región de cubiertas 5’, una unión intrón/exón, secuencias de codificación, una región de 50 
codeterminación de la traducción o secuencias en la región no traducida 5’ o 3’. Puesto que, como es conocida en la 
técnica, el codón de iniciación de la traducción es típicamente 5’-AUG (moléculas de ARNm transcritas; 5’ ATG en la 
molécula de ADN correspondiente), el codón de iniciación de la traducción también es denominado como “codón 
AUG”, el “codón de iniciación” o el “región de inicio AUG”. Una minoría de genes tiene un codón de iniciación de la 
traducción que tiene la secuencia de ARN 5’-GUG, 5’-UUG o 5’-CUG, y 5’-AUA, 5’-ACG y 5’-CUG han demostrado 55 
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funcionar in vivo. Así, los términos “codón de iniciación de la traducción” y “codón de inicio” pueden abarcar muchas 
secuencias de codones, aunque el aminoácido iniciador en cada caso es típicamente metionina (en eucariotas) o 
formilmetionina (procariotas). También es sabido en la técnica que los genes eucarióticos y procarióticos pueden 
tener dos o más codones de inicio alternativos, cualquiera de los cuales puede ser utilizado preferencialmente para 
la iniciación de la traducción en un tipo celular o de tejido  particular, o bajo un conjunto particular de condiciones. En 5 
el contexto de la invención, “codón de inicio” y “codón de iniciación de la traducción” se refieren al codón o codones 
que se utilizan in vivo para iniciar la traducción de una molécula de ARNm transcrita a partir de un gen que codifica 
STAT3, independientemente de las secuencias de tales codones. También es sabido en la técnica que un codón de 
terminación de la traducción (o “codón de detención”) de un gen puede tener una de tres secuencias, esto es 5’-
UAA, 5’-UAG y 5’-UGA (las secuencias de ADN correspondientes son  5’-TAA, 5’-TAG y 5’-TGA, respectivamente). 10 
Los términos “región de codón de inicio”, “región AUG” y “región de codón de iniciación de la traducción” se refieren 
a una porción de un ARNm o gen que abarca desde aproximadamente 25 hasta aproximadamente 50 nucleótidos 
contiguos en cualquier dirección (esto es, 5’ o 3’) a partir de un codón de iniciación de la traducción. Esta región es 
una región objetivo preferida. De la misma manera, los términos “región de codón de detención” y “región de codón 
de terminación de la traducción” se refieren a una porción de tal ARNm o gen que abarca desde aproximadamente 15 
25 hasta aproximadamente 50 nucleótidos contiguos en cualquier dirección (esto es, 5’ o 3’) a partir de un codón de 
terminación de la traducción. Esta región es una región objetivo preferida. El marco de lectura abierto (ORF) o 
“región de codificación”, que es conocida en la técnica por referirse a la región entre el codón de iniciación de la 
traducción y el codón de terminación de la traducción, es también una región a la cual se puede apuntar de manera 
efectiva. Otras regiones objetivo preferidas incluyen la región no traducida 5’ (5’ UTR), conocida en la técnica por 20 
referirse a la porción de ARNm en la dirección 5’ a partir del codón de iniciación de la traducción, y que incluye así 
nucleótidos entre el sitio de cubierta 5’ y el codón de iniciación de la traducción de un ARNm o nucleótidos 
correspondientes en el gen y a la región no traducida 3’ (3’ UTR), conocida en la técnica por referirse a la porción de 
ARNm en la dirección 3’ a partir del codón de terminación de la traducción, e incluyendo así nucleótidos entre el 
codón de terminación de la traducción y el extremo 3’ de un ARNm o nucleótidos correspondientes en el gen. La 25 
cubierta 5’ del ARNm comprende un residuo de guanosina metilado en N7 unido al residuo más 5’ del ARNm a 
través de un enlace trifosfato 5’ - 5’. Se considera que la región de cubierta 5’ de un ARNm incluye la estructura de 
cubierta 5’ en si misma así como los primeros 50 nucleótidos adyacentes a la cubierta. La región de cubierta 5’ 
también puede ser una región objetivo preferida. 

Aunque algunos transcriptos de ARNm eucarióticos son traducidos directamente, muchos contienen una o más 30 
regiones, conocidas como “intrones”, los cuales son escindidas de un transcripto de preARNm para producir uno o 
más ARNm maduros. Las regiones restantes (y por lo tanto traducidas) son conocidas como “exones” y están 
divididas juntas para formar una secuencia de ARNm continua. Los sitios de división de ARNm, esto es, uniones 
exón-exón o intrón-exón, también pueden ser regiones objetivo preferidas, y son particularmente útiles en 
situaciones en donde la enfermedad está implicada en una división aberrante, o donde una sobreproducción de un 35 
producto de división de ARNm en particular está implicada en la enfermedad. Las uniones de fusión aberrantes 
debido a reordenamientos o eliminaciones también son objetivos preferidos. También pueden ser preferidos los 
exones particulares a los cuales apunta el ARNm divididos alternativamente. También se ha encontrado que los 
intrones también pueden ser regiones objetivo efectivas y por lo tanto preferidas para compuestos antisentido 
direccionados, por ejemplo, a ADN o pre ARNm. 40 

Una vez que el sitio o sitios objetivos han sido identificados, se escogen los oligonucleótidos que sean 
suficientemente complementarios al objetivo, esto es, que hibriden suficientemente bien y con suficiente 
especificidad, para dar la modulación deseada. 

“Hibridación”, en el contexto de esta invención, significa el enlazamiento de hidrógeno, también conocido como 
apareamiento de bases de Watson-Crick, entre bases complementarias, usualmente en cadenas de ácidos 45 
nucleicos opuestas o dos regiones de una cadena de ácido nucleico. La guanina y la citosina son ejemplos de bases 
complementarias de las que se saben que forman estos puentes de hidrógeno entre ellos. La adenina y timina son 
ejemplos de bases complementarias que forman dos enlaces de hidrógeno entre ellas. 

“Específicamente hibridables” y “complementarios” son términos que se utilizan para indicar un grado suficiente de 
complementariedad tal que se presenta un enlazamiento estable y específico entre objetivos ADN o ARN y el 50 
oligonucleótido. 

Se entiende que un oligonucleótido no necesita ser 100% complementario a su secuencia de ácido nucleico objetivo 
para ser específicamente hibridable. Un oligonucleótido es específicamente hibridable cuando el enlazamiento del 
oligonucleótido al objetivo interfiere con el papel normal de la molécula objetivo para producir una pérdida de función 
o actividad, y hay suficiente grado de complementariedad para evitar un enlazamiento no específico del 55 
oligonucleótido a secuencias no objetivo bajo condiciones en las cuales se desea un enlazamiento específico, esto 
es, bajo condiciones fisiológicas en el caso de ensayos in vivo o tratamientos terapéuticos o, en el caso de ensayos 
in vitro, bajo las condiciones en las cuales se llevan a cabo los ensayos. 

La hibridación de oligonucleótidos antisentido con ARNm interfiere con una o más de las funciones normales del 
ARNm. Las funciones del ARNm que va a ser interferido incluyen cualquier función vital tal como, por ejemplo, la 60 
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translocación del ARN al sitio de la traducción de proteínas, traducción de la proteína desde el ARN, división del 
ARN para producir una o más especies de ARNm, y actividad catalítica la cual puede ser acoplada por el ARN. El 
enlazamiento de proteínas específicas al ARN también puede ser interferido por la hibridación de un oligonucleótido 
antisentido al ARN. 

Las localizaciones sobre el ácido nucleico objetivo a las cuales los compuestos antisentido preferidos hibridan son 5 
denominadas de aquí en adelante como “segmentos objetivo”. Tal como se utiliza aquí el término “segmento 
objetivo” se define como al menos una porción de 8 nucleobases de una región objetivo a la cual se direcciona un 
compuesto antisentido activo. A la vez que no se desea estar limitados por la teoría, se cree actualmente que estos 
segmentos objetivos presentan porciones del ácido nucleico objetivo que son accesibles para la hibridación. 

Mientras que las secuencias específicas de ciertos segmentos objetivos se definen aquí, una persona 10 
experimentada en la técnica reconocerá que estos sirven para ilustrar y describir realizaciones particulares dentro 
del alcance de la presente invención. Pueden identificarse segmentos objetivo adicionales por una persona de 
experiencia normal. 

Los segmentos objetivos de 8 – 80 nucleobases de longitud que comprenden un estiramiento de al menos ocho (8) 
nucleobases consecutivas seleccionadas dentro de los segmentos objetivos preferidos ilustrativos se consideran 15 
como adecuados también como objetivos. 

Los segmentos objetivos pueden incluir secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos 8 nucleobases 
consecutivas a partir del término 5’ de uno de los segmentos objetivo ilustrativos (siendo las nucleobases restantes 
un estiramiento consecutivo del mismo ADN o ARN que comience inmediatamente corriente arriba del término 5’ del 
segmento objetivo y continua hasta el ADN o ARN que contiene desde aproximadamente 8 hasta aproximadamente 20 
80 nucleobases). De la misma forma los segmentos objetivos son representados por secuencias de ADN o ARN que 
comprenden al menos las 8 nucleobases consecutivas a partir del término 3 de uno de los segmentos objetivo 
preferidos ilustrativos (siendo las nucleobases restantes un estiramiento consecutivo del mismo ADN o ARN que 
comience inmediatamente corriente abajo del termino 3’ del segmento objetivo y que continua hasta que el ADN o 
ARN contiene desde aproximadamente 8 hasta aproximadamente 80 nucleobases). También se entiende que los 25 
segmentos objetivo antisentido pueden ser representados por secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos 
8 nucleobases consecutivas a partir de una porción interna de la secuencia de un segmento objetivo preferido 
ilustrativo, y puede extenderse en cualquiera o en ambas direcciones hasta que el oligonucleótido contenga 
aproximadamente 8 hasta aproximadamente 80 nucleobases. Una persona con experiencia en la técnica armada 
con los segmentos objetivos ilustrados aquí será capaz, sin experimentación indebida, de identificar segmentos 30 
objetivo preferidos adicionales. 

Una vez que uno o más regiones, segmentos o sitios objetivo hayan sido identificados, se escogen los compuestos 
antisentido que sean suficientemente complementarios al objetivo, esto es, que hibriden suficientemente bien y con 
suficiente especificidad, para dar el efecto deseado. 

Los compuestos antisentido oligoméricos también pueden ser direccionados a regiones de una secuencia de 35 
nucleobases objetivo, tal como la divulgada aquí. Todas las regiones de una secuencia de nucleobases a la cual 
puede ser dirigido un compuesto antisentido u oligomérico, en donde las regiones son mayores que o iguales a 8 y 
menores que o iguales a 80  nucleobases, se describen como sigue:  

Sea R(n, n+m-1) una región de una secuencia de nucleobases objetivo, donde “n” es la posición de nucleobase más 
hacia 5’ de la región, en donde, “n+m-1” es la posición de nucleobases más hacia 3’ de la región y en donde “m” es 40 
la longitud de la región. Un conjunto “S (m)”, de regiones de longitud “m” se define como la región en donde n varia 
de 1 a L-m+1, en donde L es la longitud de la secuencia de nucleobases objetivo y L>m. Un conjunto "A", de todas 
las regiones puede ser construido como la unión de los conjuntos de regiones para cada longitud desde la cual m es 
mayor o igual a 8 y es menor que o igual a 80. 

Este conjunto de regiones puede ser representado utilizando la siguiente notación matemática: 45 

 

y 

 

en donde el operador matemático | indica “tal que”, 
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en donde el operador matemático ε indica “un miembro de un conjunto” (por ejemplo, y ε Z indica que el elemento y 
es un miembro del conjunto Z), 

donde x es una variable. 

donde N indica todos los números naturales, definidos como enteros positivos, 

y en donde el operador matemático U indica “la unión de conjuntos”. 5 

Por ejemplo, el conjunto de regiones para m igual  a 8, 20 y 80 puede ser construido de la siguiente manera. El 
conjunto de regiones, cada 8 nucleobases de longitud, S (m=8), en una secuencia de nucleobases objetivo de 100 
nucleobases de longitud (L=100), que comienza en una posición 1 (n=1) de la secuencia de nucleobases objetivo, 
puede crearse utilizando la siguiente expresión: 

 10 

y describe el conjunto de regiones que comprende las nucleobases 1-8, 2-9, 3-10, 4-11, 5-12, 6-13, 7-14, 8-15, 9-16, 
10-17, 11-18, 12-19, 13-20, 14-21, 15-22, 16-23, 17-24, 18-25, 19-26, 20-27, 21-28, 22-29, 23-30, 24-31, 25-32, 26-
33, 27-34, 28-35, 29-36, 30-37, 31-38, 32-39, 33-40, 34-41, 35-42, 36-43, 37-44, 38-45, 39-46, 40-47, 41-48, 42-49, 
43-50, 44-51, 45-52, 46-53, 47-54, 48-55, 49-56, 50-57, 51-58, 52-59, 53-60, 54-61, 55-62, 56-63, 57-64, 58-65, 59-
66, 60-67, 61-68, 62-69, 63-70, 64-71, 65-72, 66-73, 67-74, 68-75, 69-76, 70-77, 71-78, 72-79, 73-80, 74-81, 75-82, 15 
76-83, 77-84, 78-85, 79-86, 80-87, 81-88, 82-89, 83-90, 84-91, 85-92, 86-93, 87-94, 88-95, 89-96, 90-97, 91-98, 92-
99, 93-100.  

Un conjunto adicional para regiones de 20 nucleobases de longitud, en una secuencia objetivo de 100 nucleobases 
de longitud, que comienza en la posición 1 de la secuencia de nucleobases objetivo, puede ser descrito usando la 
siguiente expresión:  20 

 

y describe el conjunto de regiones que comprende las nucleobases 1-20, 2-21, 3-22, 4-23, 5-24, 6-25, 7-26, 8-27, 9-
28, 10-29, 11-30, 12-31, 13-32, 14-33, 15-34, 16-35, 17-36, 18-37, 19-38, 20-39, 21-40, 22-41, 23-42, 24-43, 25-44, 
26-45, 27-46, 28-47, 29-48, 30-49, 31-50, 32-51, 33-52, 34-53, 35-54, 36-55, 37-56, 38-57, 39-58, 40-59, 41-60, 42-
61, 43-62, 44-63, 45-64, 46-65, 47-66, 48-67, 49-68, 50-69, 51-70, 52-71, 53-72, 54-73, 55-74, 56-75, 57-76, 58-77, 25 
59-78, 60-79, 61-80, 62-81, 63-82, 64-83, 65-84, 66-85, 67-86, 68-87, 69-88, 70-89, 71-90, 72-91, 73-92, 74-93, 75-
94, 76-95, 77-96, 78-97, 79-98, 80-99, 81-100. 

Un conjunto adicional para regiones de 80 nucleobases de longitud, en una secuencia objetivo de 100 nucleobases 
de longitud, que comienza en la posición 1 de la secuencia de nucleobases objetivo, puede describirse usando la 
siguiente expresión:  30 

 

y describe el conjunto de regiones que comprende las nucleobases 1-80, 2-81, 3-82, 4-83, 5-84, 6-85, 7-86, 8-87, 9-
88, 10-89, 11-90, 12-91, 13-92, 14-93, 15-94, 16-95, 17-96, 18-97, 19-98, 20-99, 21-100.  

Así, en este ejemplo,  A incluiría las regiones 1-8, 2-9, 3-10...93-100, 1-20, 2-21, 3-22...81-100, 1-80, 2-81, 3-82...21-
100. 35 

La unión de estos conjuntos de ejemplo antes mencionados y otros conjuntos para longitudes de 10 a 19 y de 21 a 
79 pueden ser descritos utilizando la expresión matemática  

 

donde U representa la unión de los conjuntos obtenida combinando todos los miembros de todos los conjuntos. 

Las expresiones matemáticas descritas aquí definen todas las regiones objetivo posible según una secuencia de 40 
nucleobases objetivo de cualquier longitud L, en donde las regiones de longitud m, y en donde m es mayor que o 
igual a 8 y menor que o igual a 80 nucleobases y, donde m es menor de L, y donde m es menor que L-m+1. 
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El efecto global de interferencia con la función ARNm es la modulación de la expresión de STAT3. En el contexto de 
esta invención “modulación” significa cualquier inhibición o estimulación; esto es, bien sea un descenso o incremento 
en la expresión. Esta modulación puede ser medida de maneras que son de rutina en la técnica, por ejemplo, la 
prueba de transferencia Northern de la expresión de ARNm, o PCR de transcriptasa reversa, como se enseña en los 
ejemplos de la presente invención o mediante transferencia Western o ensayo ELISA de la expresión de proteínas, o 5 
por un ensayo de transferencia de la expresión de proteínas. Los efectos sobre la proliferación celular o el 
crecimiento de células tumorales también pueden medirse, como se enseña en los ejemplos de la presente solicitud. 
La inhibición se prefiere actualmente. 

Además de los efectos antisentido bien conocidos de los oligonucleótidos, también se ha encontrado que los 
análogos de nucleótidos que tienen al menos un enlace fosforotioato pueden inducir la estimulación de una 10 
respuesta inmune local. Esto se describe en la Patente de los Estados Unidos 5, 663,153. Este efecto 
inmunoestimulador no parece estar relacionado con ningún efecto antisentido el cual estos análogos de 
oligonucleótidos pueden o pueden no poseer. Estos análogos de oligonucleótidos son útiles como 
inmunopotenciadores, bien sea solos o en combinación con otras modalidades terapéuticas, tales como fármacos, 
particularmente fármacos antiinfecciosos y anticáncer, y procedimientos quirúrgicos para incrementar la eficacia. 15 
Además, los efectos antiinfecciosos y anticáncer ya poseídos por ciertos análogos de oligonucleótidos antisentido 
son potenciados a través de tal estimulación inmune. 

También se ha encontrado que los análogos de oligonucleótidos que tienen al menos un enlace fosforotioato pueden 
ser utilizados para inducir la estimulación de una respuesta inmune sistémica o humoral. Así, estos oligonucleótidos 
útiles como inmunopotenciadores de una respuesta a anticuerpos, bien sea solos o en combinación con otras 20 
modalidades terapéuticas. Esto se describe en la Patente de los Estados Unidos No. 5, 663,153. 

Se cree actualmente, por lo tanto, que además de los efectos antisentido de los oligonucleótidos direccionados a 
STAT3, los oligonucleótidos que contienen al menos un enlace de esqueleto fosforotioato pueden ser útiles en la 
iniciación de una respuesta inmune que puede agregarse al “efecto supresor” antitumoral ya observado con 
inhibidores negativos dominantes de la señalización de STAT3 (Niu et al., Cancer Res., 1999, 59, 5059-5063). Se 25 
cree que este efecto está relacionado con infiltración tumoral por células inflamatorias agudas y crónicas las cuales 
pueden participar en la matanza de células tumorales residuales. Así los efectos terapéuticos de los oligonucleótidos 
antisentido direccionados a STAT3 pueden ser potenciados por las propiedades inmunoestimuladoras de los 
oligonucleótidos mismos. Alternativamente, los oligonucleótidos pueden no ser direccionados a STAT3 pero los que 
contienen al menos una unión de esqueleto fosforotioato pueden ser utilizados como adyuvantes en combinación 30 
con antisentido u otros inhibidores de STAT3. 

Los oligonucleótidos de esta invención pueden ser utilizados en diagnóstico, terapia, profilaxis y como reactivos de 
investigación y en kits. Puesto que los oligonucleótidos de esta invención hibridan a ácidos  nucleicos que codifican 
STAT3, pueden construirse pruebas sándwich, colorimétricas y otras para explotar este hecho. La provisión de 
medios para detectar la hibridación de oligonucleótidos con el gen STAT3 o ARNm pueden lograrse de manera 35 
rutinaria. Tal previsión puede incluir la conjugación de enzimas, radiomarcación o cualquier otro sistema de 
detección adecuado. También puede prepararse kits para detección de la presencia o ausencia de STAT3. 

La presente invención también es adecuada para diagnosticar estados inflamatorios anormales o ciertos cánceres 
en tejidos u otras muestras de pacientes de quienes se sospecha que tienen una enfermedad inflamatoria tal como 
artritis reumatoide o cánceres tales como cáncer de seno, cerebro o cabeza y cuello, melanomas, mielomas, 40 
leucemias y linfomas. 

Puede formularse un cierto número de ensayos que comúnmente comprometen el contacto de una muestra de tejido 
con un oligonucleótido de la invención bajo condiciones seleccionadas para permitir la detección y, usualmente, la 
cuantificación de tal inhibición. En el contexto de esta invención, “poner en contacto” tejidos o células con un 
oligonucleótido u oligonucleótidos significa agregar los oligonucleótidos, usualmente en un vehículo líquido, a una 45 
suspensión celular o muestra de tejido, bien sea in vitro o ex vivo, o administrar los oligonucleótidos a las células o 
tejidos dentro de un animal. 

Los oligonucleótidos de esta invención también pueden ser usados para propósitos de investigación. Así, la 
hibridación específica exhibida por los oligonucleótidos puede ser utilizada para ensayos, purificaciones, 
preparaciones de productos celulares y en otras metodologías que pueden ser apreciadas por personas de 50 
experiencia normal en la técnica. 

En el contexto de esta invención, el término “oligonucleótido” se refiere a un oligómero o polímero de ácido 
ribonucleico o ácido desoxirribonucleico. Este término incluye oligonucleótidos compuestos de nucleobases de 
origen natural, azúcares y uniones interazúcar covalentes (esqueleto) así como oligonucleótidos que tienen 
porciones de origen no natural que funcionan de manera similar. Tales oligonucleótidos modificados o sustituidos 55 
son preferidos frecuentemente sobre las formas naturales por propiedades deseables tales como, por ejemplo, 
consumo celular potenciado, enlazamiento potenciado a un objetivo y estabilidad incrementada en la presencia de 
nucleasas.  
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Los compuestos antisentido de acuerdo con está divulgación comprenden preferiblemente desde aproximadamente 
8 hasta aproximadamente 80 nucleobases (esto es, desde aproximadamente 8 hasta aproximadamente 80 
nucleósidos enlazados). Una persona de experiencia normal en la técnica apreciará que la divulgación abarca 
compuestos de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 5 
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, o 80 de nucleobases en longitud.  

En una realización, los compuestos antisentido de la invención son de 12 a 50 nucleobases de longitud. Una 
persona que tenga experiencia normal en la técnica apreciará que esto abarca compuestos de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 
49, o 50 nucleobases de longitud.  10 

En una realización, los compuestos antisentido de la invención son de 13 a 40 nucleobases de longitud. Una 
persona que tenga experiencia normal en la técnica apreciará que esto abarca compuestos de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 nucleobases de longitud.  

En otra realización, los compuestos antisentido de la invención son de 15 a 30 nucleobases de longitud. Una 
persona de experiencia normal en la técnica apreciará que esto abarca compuestos de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 15 
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 nucleobases de longitud. 

En una realización, los compuestos antisentido de la invención son de 19 a 25 nucleobases de longitud. Una 
persona de experiencia normal en la técnica apreciará que esto abarca compuestos de 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 
nucleobases de longitud. 

En otra realización, los compuestos antisentido de la invención son de 19 a 21 nucleobases de longitud. Una 20 
persona de experiencia normal en la técnica apreciará que esto abarca compuestos de 19, 20 o 21 nucleobases de 
longitud. 

Tal como se utiliza aquí, el término “compuesto oligomérico” se define como un compuesto polimérico que 
comprende sustancialmente subunidades monoméricas con base en ácidos nucleicos. Compuestos oligoméricos 
incluyen oligonucleótidos y sus análogos, imitadores o mimetizadores. 25 

Mientras que la forma preferida del compuesto antisentido es un oligonucleótido antisentido de cadena sencilla, en 
muchas especies la introducción de estructuras de cadena doble, tales como moléculas de ARN de cadena doble 
(ARNds), ha demostrado inducir una reducción potente y mediada por antisentido específica de la función de un gen 
o sus productos genéticos asociados. Este fenómeno ocurre tanto en plantas como en animales y se cree que tiene 
una conexión evolutiva con la defensa viral y el silenciamiento de transposones. 30 

La primera evidencia de que el ARNds podría llevar al silenciamiento de genes en animales apareció en 1995 a 
partir del trabajo en el nematodo, Caenorhabditis elegans (Guo y Kempheus, Cell, 1995, 81, 611-620). Montgomery 
et al., han demostrado que los efectos de interferencia primarios del ARNds son postranscripcionales (Montgomery 
et al., Proc.Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95, 15502-15507). El mecanismo antisentido postranscripcional definido en 
Caenorhabditis elegans resultante de la exposición a ARN de doble cadena (ARNds) ha sido designado desde 35 
entonces interferencia ARN (iARN). Este término ha sido generalizado para significar un silenciamiento de genes 
mediado por antisentido que involucra la introducción de ARNds que lleva a la reducción específica para la 
secuencia de niveles de ARNm direccionados endógenos (Fire et al., Nature, 1998, 391, 806-811). Recientemente, 
se ha demostrado que es, en efecto, los oligómeros de ARN de cadena sencilla de la polaridad de antisentido de los 
ARNds los que son inductores potentes de iARN (Tijsterman et al., 2002, 295, 694-697). También se contempla el 40 
uso de estas moléculas de ARN de cadena doble (ARN o ARNsi de interferencia corta) para direccionamiento e 
inhibición de la expresión de ARNm de STAT3. Estas moléculas de ARN de cadena doble apuntan a regiones 
similares a las apuntadas por oligonucleótidos antisentido y tienen efectos similares. Estas moléculas de ARN de 
cadena doble tienen generalmente 19 – 21 pares de bases de longitud, pero pueden variar entre 8 y 50 
nucleobases. La producción de moléculas de ARNsi está descrita en un sentido general en los ejemplos previstos 45 
más abajo, pero será apreciado que cualquier ARNsi deseado direccionado a STAT3 puede ser sintetizado por 
técnicas convencionales de síntesis de oligonucleótidos. Una vez que la secuencia de la cadena antisentido es 
conocida, se sintetiza la cadena de sentido complementario. Las cadenas sentido y antisentido se combinan 
entonces para formar el ARNsi. 

Modificaciones de oligómeros y monómeros  50 

Como es conocido en la técnica, un nucleósido es una combinación base-azúcar. La porción base del nucleósido 
normalmente es una base heterocíclica. Las dos clases más comunes de tales bases heterocíclicas son las purinas 
y las pirimidinas. Los nucleótidos son nucleósidos que incluyen adicionalmente un grupo fosfato enlazado 
covalentemente a la porción azúcar del nucleósido. Para aquellos nucleósidos que incluyen un azúcar 
pentafuranozilo, el grupo fosfato puede estar enlazado bien sea en la unidad estructural hidroxilo 2’,  3’ o 5’ del 55 
azúcar. En la formación de oligonucleótidos, los grupos fosfato enlazan covalentemente los nucleósidos adyacentes 
a otra forma para formar un compuesto polimérico lineal. A su vez, los extremos respectivos de este compuesto 

ES 2 521 599 T3

 



10 
 

polimérico lineal pueden ser unidos adicionalmente para formar un compuesto circular, sin embargo, los compuestos 
lineales son preferidos en general. Además, los compuestos lineales pueden tener complementariedad de 
nucleobases interna y pueden por lo tanto plegarse de una manera que produce un compuesto total o parcialmente 
de cadena doble. Dentro de los oligonucleótidos los grupos fosfato son denominados comúnmente como formadores 
del enlaces internucleósido o en conjunción con el anillo de azúcar del esqueleto del oligonucleótido. El enlace 5 
internucleósido normal que constituye el esqueleto de la ARN y ADN es un enlace fosfodiéster 3’ a 5’. 

Enlaces internucleósido modificados 

Ejemplos específicos de compuestos oligoméricos antisentido preferidos útiles en esta invención incluyen 
oligonucleótidos que contienen enlaces internucleósido modificados, por ejemplo de origen no natural. Como se 
define en esta especificación, los oligonucleótidos que tienen enlaces internucleósidos modificados incluyen enlaces 10 
internucleósido que retiene un átomo de fósforo y enlaces internucleósido que no tienen un átomo de fósforo. Para 
los propósitos de esta especificación, y como se referencia algunas veces en la técnica, los oligonucleótidos 
modificados que no tienen un átomo de fósforo en su esqueleto internucleósido también pueden ser considerados 
como oligonucleósidos. 

En el sistema C. elegans, la modificación del enlace internucleótido (fosforotioato) no interfiere significativamente 15 
con la actividad del iARN. Con base en esta observación, se sugiere que ciertos compuestos oligoméricos de la 
invención pueden tener también uno o más enlaces internucleósido modificados. Un enlace internucleósido 
modificado que contiene fósforo preferido es el enlace internucleósido fosforotioato. 

Los esqueletos de oligonucleótidos modificados preferidos que contienen un átomo de fósforo en los  mismos 
incluyen, por ejemplo, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fósforo-ditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilo 20 
fosfotriésteres, fosfanatos de metilo y otros alquilos incluyendo fosfonatos de 3’- alquileno, fosfonatos de 5’- 
alquileno y fosfonatos quirales, fosinatos, fosforamidatos incluyendo 3’- amino fosforamidato y aminoalquilo 
fosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres, selenofosfatos y boranofosfatos 
que tienen enlaces normales 3’ - 5’, análogos enlazados 2’ - 5’ de estos, y aquellos que tengan polaridad invertida en 
donde uno o más enlaces internucleótidos son un enlace 3’ a 3’, 5’ a 5’ o 2’ a 2’. Oligonucleótidos preferidos que 25 
tienen polaridad invertida comprenden un enlace 3’ a 3’ sencillo en el enlace de internucleótido más cercano a 3’, 
esto es un residuo nucleósido invertido individual el cual puede ser abásico (la nucleobase falta o  tiene un grupo 
hidroxilo en lugar de la misma). También se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas ácido libres.  

Patente de los Estados Unidos representativas que enseñan la preparación de los anteriores enlaces que contienen 
fósforo incluyen, pero no se limitan a, US.: 3,687,808; 4,469,863; 4,476,301; 5,023,243; 5,177,196; 5,188,897; 30 
5,264,423; 5,276,019; 5,278,302; 5,286,717; 5,321,131; 5,399,676; 5,405,939; 5,453,496; 5,455,233; 5,466,677; 
5,476,925; 5,519,126; 5,536,821; 5,541,306; 5,550,111; 5,563,253; 5,571,799; 5,587,361; 5,194,599; 5,565,555; 
5,527,899; 5,721,218; 5,672,697 y 5,625,050.  

En realizaciones más preferidas de la invención, los compuestos oligoméricos tienen uno o más enlaces 
internucleósido fosforotioato y/o heteroátomo, en particular -CHz-NH-O-CH2-, -CH2-N(CH3)-O-CH2- [conocido como 35 
esqueleto metilen (metilimino) o MMI], -CH2-O-N(CH3)-CH2-, -CH2-N(CH3)-N(CH3)-CH2- y -O-N(CH3)-CH2-CH2- 
[en donde el enlace internucleótido fosfodiéster original es representado como -O-P(=O)(OH)-O-CH2-]. Los enlaces 
internucleósido tipo MMI están divulgados en la Patente de los Estados Unidos mencionada antes 5, 489,677. 
Enlaces internucleósido amida preferidos están divulgados en la Patente de Estados Unidos antes citada 5, 602,240. 

Esqueletos oligonucleótidos modificados preferidos que no incluyen un átomo de fósforo en los mismos tienen 40 
esqueletos que son formados por enlaces internucleósido alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces 
internucleósido mixtos heteroátomo y alquilo o cicloalquilo, o uno o más enlaces internucleósido heteroátomicos o 
heterocíclicos de cadena corta. Estos incluyen los que tienen enlaces morfolino (formados en parte a partir de la 
porción azúcar de un nucleósido); esqueletos xilosano; esqueletos sulfuro, sulfóxido y sulfona; esqueletos 
formacetilo y tioformacetilo; esqueletos metilen formacetilo y tioformacetilo; esqueletos riboacetilo; esqueletos que 45 
contienen alqueno; esqueletos sulfamato; esqueletos metilen imino y metilen hidrazino; esqueletos sulfonato y 
sulfonamida; esqueletos amida; y otros que tienen partes componentes mixtas N, O, S y CH2.  

Patentes representativas de los Estados Unidos que enseñan la preparación de los oligonucleósidos anteriores 
incluyen, pero no se limitan a US.: 5,034,506; 5,166,315; 5,185,444; 5,214,134; 5,216,141; 5,235,033; 5,264,562; 
5,264,564; 5,405,938; 5,434,257; 5,466,677; 5,470,967; 5,489,677; 5,541,307; 5,561,225; 5,596,086; 5,602,240; 50 
5,610,289; 5,602,240; 5,608,046; 5,610,289; 5,618,704; 5,623,070; 5,663,312; 5,633,360; 5,677,437; 5,792,608; 
5,646,269 y 5,677,439.  

Imitadores de oligonucleótidos  

Otro grupo de compuestos de la presente invención incluye imitadores de oligonucleótidos. El término imitador 
según se aplica a los oligonucleótidos pretende incluir compuestos oligoméricos en donde solamente el anillo 55 
furanosa o tanto el anillo furanosa como la unión internucleótidos son reemplazados con grupos novedosos, en 
reemplazo del grupo del anillo furanosa solamente también se denomina en la técnica como subrogado de azúcar. 
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La unidad estructural base heterocíclica o  una unidad estructural base heterocíclica modificada se mantiene para 
hibridación con un ácido nucleico objetivo apropiado. Un tal compuesto oligomérico, un imitador de oligonucleótido 
que ha demostrado tener excelentes propiedades de hibridación se denomina como ácido nucleico peptídico (PNA). 
En los compuestos oligoméricos PNA, el esqueleto azúcar de un oligonucleótido es reemplazado con un esqueleto 
que contiene amida, en particular un esqueleto aminoetilglicina. Las nucleasas son retenidas y se enlazan 5 
directamente o indirectamente a los átomos de nitrógeno asa de la porción amida del esqueleto. Patentes de los 
Estados Unidos representativas que enseñan la preparación de compuestos oligoméricos PNA incluyen, pero no se 
limitan a US.: 5, 539,082; 5, 714,331; y 5, 719,262. 

Puede encontrarse enseñanza adicional de compuestos oligoméricos PNA en Nielsen et al., Science, 1991, 254, 
1497-1500. 10 

Un imitador de oligonucleótido que ha sido reportado por tener propiedades de hibridación excelentes es un ácido 
nucleico peptídico (PNA). El esqueleto de los compuestos PNA es dos o más unidades aminotilglicina enlazadas lo 
cual da al PNA un esqueleto que contiene amida. Las unidades estructurales base heterocíclicas están enlazadas 
directa o indirectamente a átomos de nitrógeno aza de la porción amida del esqueleto. Patentes representativas de 
los Estados Unidos que enseñan la preparación de compuestos PNA incluyen, pero no se limitan a US.: 5, 539,082; 15 
5, 714,331; y 5, 719,262. Enseñanzas adicionales sobre compuestos PNA pueden encontrarse en Nielsen et al., 
Science, 1991, 1497-1500. 

Los PNA han sido modificados para incorporar numerosas modificaciones puesto que la estructura PNA básica fue 
preparada primero. La estructura básica se muestra a continuación: 

 20 

en donde  

Bx es una unidad estructural de base heterocíclica;  

T4 es hidrógeno, un grupo protector de amino, -C(O)R5, alquilo C1-C10 sustituido o no sustituido, alquenilo C2-C10 
sustituido o no sustituido, alquinilo C2-C10 sustituido o no sustituido, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, un grupo químico 
funcional, un grupo informador, un grupo conjugado, un D o L α-aminoácido enlazado a través del grupo α-carboxilo 25 
u opcionalmente a través del grupo ω-carboxilo cuando el aminoácido es ácido aspártico o ácido glutámico o un 
péptido derivado de aminoácidos D o L o mixtos D y L enlazados a través de un grupo carboxilo, en donde los 
grupos sustituyentes s son seleccionados de hidroxilo, amino, alcoxi, carboxi, bencilo, fenilo, nitro, tiol, tioalcoxi, 
halógeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo;  

T5 es -OH, -N(Z1)Z2, R5, D o L α-aminoácido enlazado a través del grupo α-amino u opcionalmente a través del 30 
grupo ω-amino cuando el aminoácido es lisina o ornitina o un péptido derivado de aminoácidos D o L o mixtos D y L 
enlazados a través de un grupo amino, un grupo químico funcional, un grupo informador o un grupo conjugado;  

Z1 es hidrógeno, C1-C6 alquilo, o un grupo protector de amino;  

Z2 es hidrógeno, C1-C6 alquilo, un grupo protector de amino, -C(=O)-(CH2)n-J-Z3, un D o L α-aminoácido enlazado a 
través del grupo α-carboxilo u opcionalmente a través del grupo ω-carboxilo cuando el aminoácido es ácido 35 
aspártico o ácido glutámico o un péptido derivado de D, L o aminoácidos D o L o mixtos D y L enlazados a través de 
un grupo carboxilo;  

Z3 es hidrógeno, un grupo protector de amino, -C1-C6 alquilo, -C(=O)-CH3, bencilo, benzoilo, o - (CH2)n-N(H) Z1;  

cada J es O, S o NH;  

R5 es un grupo protector de carbonilo; y 40 

n es desde 2 hasta aproximadamente 50. 

Otra clase de imitador de oligonucleótidos que ha sido estudiada está basada en unidades morfolino enlazadas 
(ácido morfolino nucleico) que tiene bases heterocíclicas unidas al anillo morfolino. Se ha reportado un cierto número 
de grupos enlazantes que enlazan las unidades monoméricas morfolino en un ácido morfolino nucleico. Una clase 
preferida de grupos enlazantes ha sido seleccionada para dar un compuesto oligomérico no iónico. Los compuestos 45 
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oligoméricos no iónicos basados en morfolino tienen probablemente menos interacciones indeseadas con las 
proteínas celulares. Los compuestos oligoméricos basados en morfolino son imitadores no iónicos de 
oligonucleótidos que menos probablemente forman interacciones indeseadas con proteínas celulares (Dwaine A. 
Braasch y David R. Corey, Biochemistry, 2002, 41(14), 4503-4510). Los compuestos oligoméricos basados en 
morfolino son divulgados en la Patente de los Estados Unidos 5,034,506 concedida el 23 de julio de 1991. La clase 5 
morfolino de compuestos oligoméricos ha sido preparada con una variedad de grupos enlazantes uniendo las 
subunidades monoméricas. 

Se han preparado ácidos morfolino nucleicos que tienen una variedad de diferentes grupos enlazantes (L2) que unen 
las subunidades monoméricas. La fórmula básica se muestra a continuación:    

 10 

en donde  

T1 es hidroxilo o un hidroxilo protegido;  

T5 es hidrógeno o un fosfato o un derivado de fosfato;  

L2 es un grupo enlazante; y 

n es desde 2 hasta aproximadamente 50. 15 

Una clase adicional de imitador de oligonucleótidos se denomina como ácidos ciclohexenilo nucleicos (CeNA). El 
anillo furanosa presente normalmente en una molécula de ADN/ARN es reemplazado con un anillo ciclohenilo. Los 
monómeros CeNA DMT protegidos con fosforamidita han sido preparados y usados para la síntesis de compuestos 
oligoméricos siguiendo la química de fosforamidita clásica. Los compuestos oligoméricos de CeNA modificados y 
oligonucleótidos que tienen posiciones especificas modificadas con CeNA han sido preparados y estudiados (véase 20 
Wang et al., J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 8595-8602). En general la incorporación de monómeros CeNA en una 
cadena de ADN incrementa su estabilidad de un hibrido de ADN/ARN. Los oligoadenilatos de CeNA forman 
complejos con complementos de ARN y ADN con estabilidad similar a los complejos originales. El estudio de la 
incorporación de estructuras CeNA en estructuras de ácidos nucleicos naturales fue demostrado por RMN y 
dicroísmo circular para proceder con una adaptación conformacional fácil. Adicionalmente la incorporación de CeNA 25 
en un ARN de direccionamiento de secuencia fue estable al suero y capaz de activar la  E. coli ARNasa dando como 

resultado la escisión de la cadena de ARN objetivo. 

La fórmula general de CeNA se muestra a continuación: 

 

en donde  30 

cada Bx es una unidad estructural de base heterocíclica;  

T1 es hidroxilo o un hidroxilo protegido; y 

T2 es hidroxilo o hidroxilo protegido. 

Otra clase de imitador de oligonucleótidos (ácido anhidrohexitol nucleico) puede prepararse a partir de uno o más 
nucleósidos anhidrohexitol (véase Wouters y Herdewijn, Bioorg. Med. Chem. Lett., 1999, 9, 1563-1566) y tendrían la 35 
fórmula general:  
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Una modificación preferida adicional incluye Ácidos Nucleicos Asegurados (LNA) en los cuales el grupo 2’-hidroxilo 
está enlazado al átomo de carbono 4’ del anillo del azúcar formando por lo tanto un enlace 2’-C, 4’-C-oximetileno 
formando por lo tanto una unidad estructural azúcar bicíclica. El enlace es preferiblemente un grupo metileno (-CH2-
)n  que enlaza el átomo de oxígeno 2’ y el átomo de carbono 4’ en donde n es 1 o 2 (Singh et al., Chem. Commun., 5 
1998, 4, 455-456). Los LNA y los análogos de LNA despliegan estabilidades térmicas dúplex muy altas con 
complementariedad de ADN y ARN (Tm = +3 a +10 C), estabilidad hacia la degradación 3’-exonucleolítica y buenas 
propiedades de solubilidad. La estructura básica de los LNA mostrando el sistema de anillo bicíclico se muestra a 
continuación: 

 10 

Las conformaciones de los LNA determinadas por espectroscopía RMN 2D han demostrado que la orientación 
asegurada de los nucleótidos de LNA, tanto en LNA de cadena sencilla como en dúplex, restringe el esqueleto de 
fosfato de tal manera que introduce una población más alta de la conformación tipo N (Peterson et al., J. Mo. 
Recognit., 200, 13, 44-53). Estas conformaciones están asociadas con un apilamiento mejorado de las nucleobases 
(Wengel et al., Nucleosides Nucleótidos, 1999, 18, 1365-1370). 15 

Los LNA han demostrado formar dúplex LNA:LNA excesivamente estables (Koshkin et al., J. Am. Chem. Soc., 1998, 
120, 13252-13253). Se demostró que la hibridación LNA:LNA era el sistema dúplex tipo ácido nucleico más estable 
térmicamente, y el carácter imitador de ARN de los LNA fue establecido a nivel de dúplex. La introducción de tres 
monómeros de LNA (T o A) incrementó significativamente los puntos de fusión (Tm = +15/+11) hacia los 
complementos de ADN. La universalidad de la hibridación mediada por  LNA ha sido cuestionada por la formación 20 
de dúplex LNA:LNA excesivamente estable. La imitación de ARN de los LNA fue reflejada con respecto a la 
restricción conformacional tipo N de los monómeros y a la estructura secundaria del dúplex LNA:ARN. 

Los LNA también forman dúplex con ADN, ARN o LNA con afinidades térmicas altas. Los espectros de dicroísmo 
circular (CD) muestran que los dúplex que involucran LNA modificado completamente (esp. LNA:ARN) recuerda 
estructuralmente un dúplex ARN:ARN de forma A. Un examen por resonancia magnética nuclear (RMN) de un 25 
dúplex LNA:ADN confirmó la conformación 3’ endo de un monómero LNA. El reconocimiento de ADN de cadena 
doble también ha sido demostrado sugiriendo la invasión de cadena por el LNA. Estudio de secuencias no 
coincidentes muestra que los LNA obedecen las reglas de apareamiento de bases de Watson-Crick con una 
selectividad en general mejorada en comparación con las cadenas de referencia no modificadas correspondientes. 

Tipos novedosos de compuestos oligoméricos de LNA, así como los LNA, son útiles en un amplio rango de 30 
aplicaciones diagnósticas y terapéuticas. Entre estas están las aplicaciones antisentido, las aplicaciones PCR, los 
oligómeros para desplazamiento de cadena, sustratos para polimerasas de ácidos nucleico y generalmente como 
fármacos basados en nucleótidos. Se han descrito oligonucleótidos antisentido potentes y no tóxicos que contienen 
LNA (Wahlested et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2000, 97, 5633-5638). Los autores han demostrado que los 
LNA confieren varias propiedades deseadas a agentes antisentido. Los copolímeros LNA/ADN no fueron 35 
degradados rápidamente en suero sanguíneo y en extractos celulares. Los copolímeros LNA/ADN exhibieron 
potente actividad antisentido en sistemas de prueba tan diversas como señalizaciones al receptor acoplado a 
proteínas G en cerebro de ratas vivas y detección de genes informadores en Escherichia coli. La administración 

eficiente mediada por LIPOFECTIN
TM

 de LNA en células de cáncer de seno humano vivas también fue lograda.    

Han sido descritas la síntesis y preparación de los monómeros LNA de adenina, citosina, guanina, 5-metil-citosina, 40 
timina y uracilo, junto con su oligomerización, y las propiedades de reconocimiento de ácido nucleico (Koshkin et al., 
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Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630). Los LNA y la preparación de los mismos también fueron descritas en WO 
98/39352 y WO 99/14226. 

También han sido preparados los primeros análogos de LNA, fosforotioato-LNA y 2’-tio-LNA (Kumar et al., Bioorg. 
Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222). También ha sido descrita la preparación de análogos de nucleósidos 
asegurados que contienen dúplex oligodesoxirribonucleótidos como sustratos para polimerasas de ácido nucleico 5 
(Wengel et al., solicitud Internacional PCT WO 98-DK393 19980914). Adicionalmente, se ha descrito la síntesis de 
2’-amino-LNA, un novedoso oligonucleótido de alta afinidad conformacionalmente  restringido con un asa (Singh et 
al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039). Además, se ha preparado 2’-amino- y 2’-metilamino-LNA y se ha 
reportado previamente la estabilidad térmica de sus dúplex con cadenas de complementariedad de ARN y ADN. 

Se han preparado imitadores de oligonucleótidos adicionales para incluir análogos de nucleósidos bicíclicos y 10 
tricíclicos que tiene las fórmulas (se muestran monómeros de amidita):   

 

(véase Steffens et al., Helv. Chim. Acta, 1997, 80, 2426-2439; Steffens et al., J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 3249-
3255; y Renneberg et al., J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 5993-6002). Estos análogos de nucleósidos modificados 
han sido oligomerizados utilizando la metodología de fosforamidita y los compuestos oligoméricos resultantes que 15 
contienen análogos de nucleósidos tricíclicos han demostrado estabilidades térmicas incrementadas (Tm) cuando se 
hibridan a ADN, ARN y así mismos. Los compuestos oligoméricos que contienen análogos de nucleósidos bicíclicos 
han demostrado estabilidades térmicas que se aproximan a las de los dúplex de ADN. 

Otra clase de imitador de oligonucleótido se denomina como ácidos nucleicos fosfomonoésteres incorporan un grupo 
fósforo en un esqueleto. Se reporta que esta clase de imitador de oligonucleótido tiene propiedades físicas y 20 
biológicas y farmacológicas útiles en las áreas de la inhibición de expresión genética (oligonucleótidos antisentido, 
ribozimas, oligonucleótidos en sentido y oligonucleótidos formadores de tripletes), como son los usados para la 
detección de ácidos nucleicos y como auxiliares para uso en biología molecular. 

La fórmula general (para definición de las variables de Markush véase: Patente de los Estados Unidos 5,874,553 y 
6,127,346) se muestra a continuación.   25 

 

Se ha reportado otro imitador de oligonucleótidos en donde el anillo furanozilo ha sido reemplazado por una unidad 
estructural ciclobutilo. 

Azúcares modificados  

Compuestos oligoméricos de la invención también pueden contener una o más unidades estructurales azúcar. 30 
Compuestos oligoméricos preferidos incluyen un grupo sustituyente azúcar seleccionado de: OH; F; O-, S-, o N-
alquilo; O-, S-, o N-alquenilo; O-, S- o N-alquinilo; o O-alquil-O-alquilo, en donde el alquilo, alquenilo y alquinilo 
pueden ser alquilo C1 a C10 alquilo o alquenilo y alquinilo C2 a C10 sustituidos o no sustituidos. Particularmente 
preferidos son O[(CH2)nO]mCH3, O(CH2)nOCH3, O(CH2)nNH2, O(CH

2
)nCH3, O(CH2)nONH2, y CH2)nON[(CH2)nCH3]2, 

donde n y m son de 1 a aproximadamente 10. Otros oligonucleótidos preferidos comprenden un grupo sustituyente 35 
azúcar seleccionado de: alquilo inferior C1 a C10, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo o O-
aralquilo inferiores sustituidos, SH, SCH3, OCN, Cl, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO2CH3, ONO2, NO2, N3, NH2, 
heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un grupo ARN de escisión, 
un grupo informador, un intercalador, un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucleótido, 
o un grupo para mejorar las propiedades farmacodinámicas de un oligonucleótido, y otros sustituyentes que tienen 40 
propiedades similares. Una modificación preferida incluye 2’-metoxietoxi (2’-O-CH2CH2OCH3, también conocido 
como 2’-O-(2-metoxietil) o 2’-MOE) (Martin et al., Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504) i.e., un grupo alcoxialcoxi. 
Una modificación preferida adicional incluye 2’-dimetilaminooxietoxi, i.e., un grupo O(CH2)2ON(CH3)2, también 
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conocido como 2’-DMAOE, como se describe en los ejemplos aquí más adelante, y 2’-dimetilamino-etoxietoxi 
(también conocido en el arte como 2’-O-dimetil-amino-etoxi-etilo o 2’-DMAEOE), i.e., 2’-O-CH2-O-CH2-N(CH3)2.  

Otros grupos sustituyentes de azúcar preferidos incluyen metoxi (-O-CH3), aminopropoxi (-OCH2CH2CH2NH2), alilo (-
CH2-CH=CH2, -O-allilo (-O-CH2-CH=CH2) y fluoro (F). Grupos sustituyentes 2’-azúcar pueden estar en la posición 
arabino (arriba) o posición ribo (abajo). Una modificación 2’-arabino preferida es 2’-F. Pueden hacerse también 5 
modificaciones similares en otras posiciones del compuesto oligomérico, particularmente en la posición 3’ del azúcar 
sobre el nucleósido 3’ terminal o en oligonucleótidos enlazados en 2’ - 5’ y en la posición 5’ del nucleótido 5’  
terminal. Los compuestos oligoméricos también pueden tener imitadores de azúcar tales como unidades 
estructurales ciclobutilo en lugar del azúcar pentafuranozilo. Patentes representativas de los Estados Unidos que 
enseñan la preparación de tales estructuras de azúcar modificadas incluyen, pero no se limitan a, US:  4,981,957; 10 
5,118,800; 5,319,080; 5,359,044; 5,393,878; 5,446,137; 5,466,786; 5,514,785; 5,519,134; 5,567,811; 5,576,427; 
5,591,722; 5,597,909; 5,610,300; 5,627,053; 5,639,873; 5,646,265; 5,658,873; 5,670,633; 5,792,747; y 5,700,920.  

Grupos sustituyentes azúcar representativos adicionales incluyen grupos de fórmula Ia o IIa: 

 

en donde  15 

Rb es O, S o NH;  

Rd es un enlace sencillo, O, S o C(=O); 

Re es C1-C10 alquilo, N(Rk) (Rm), N(Rk)(Rn), N=C(Rp)(Rq), N=C(Rp)(Rr) o tiene la fórmula IIIa; 

 

Rp y Rq son cada uno independientemente hidrógeno o C1-C10 alquilo;  20 

Rr es -Rx-Ry;  

cada Rs, Rc, Ru y Rv es, independientemente, hidrógeno, C(O)Rw, alquilo C1-C10 sustituido o no sustituido, alquenilo 
C2-C10 sustituido o no sustituido, alquinilo C2-C10 sustituido o no sustituido, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, un grupo 
químico funcional o un grupo conjugado, en donde los grupos sustituyentes son seleccionados de hidroxilo, amino, 
alcoxi, carboxi, bencilo, fenilo, nitro, tiol, tioalcoxi, halógeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo; u opcionalmente, Ru y 25 
Rv, forman juntos una unidad estructural ftalimido con el átomo de nitrógeno al cual están unidos; cada Rw es, 
independientemente, alquilo C1-C10 sustituido o no sustituido, trifluorometilo, cianoetiloxi, metoxi, etoxi, t-butoxi, 
aliloxi, 9-fluorenilmetoxi, 2-(trimetilsilil)-etoxi, 2,2,2-tricloroetoxi, benciloxi, butirilo, iso-butirilo, fenilo o arilo;  

Rk es hidrógeno, un grupo protector de nitrógeno o -Rx-Ry;  

Rp es hidrógeno, un grupo protector de nitrógeno o -Rx-Ry;  30 

Rx es un enlace o una unidad estructural enlazante;  

Ry es un grupo químico funcional, un grupo conjugado o un medio sólido de soporte;  

cada Rm y Rn es, independientemente, H, un grupo protector de nitrógeno, C1- C10 alquilo sustituido o no sustituido, 
alquenilo C2-C10 sustituido o no sustituido, alquinilo C2-C10 sustituido o no sustituido, en donde los grupos 
sustituyentes son seleccionados de hidroxilo, amino, alcoxi, carboxi, bencilo, fenilo, nitro, tiol, tioalcoxi, halógeno, 35 
alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo; NH3 +, N(Ru) (Rv), guanidino y acilo donde dicho acilo es una amida o un éster de 
ácido;  

o Rm y Rn, juntos, son un grupo protector de nitrógeno, están unidos en una estructura de anillo que incluye 
opcionalmente un heteroátomo adicional seleccionado de N y O o son un grupo químico funcional;  
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Ri es ORz, SRz, o N(Rz)2;  

cada Rz es, independientemente, H, C1-C8 alquilo, C1-C8 haloalquilo, C(=NH)N(H)Ru, C(=O)N(H)Ru o OC(=O)N(H)Ru;  

Rf, Rg y Rh comprenden un sistema de anillo que tiene desde aproximadamente 4 hasta aproximadamente 7 átomos 
de carbono o que tiene desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 6 átomos de carbono y 1 o 2 
heteroátomos en donde dichos heteroátomos son seleccionados de oxígeno, nitrógeno y azufre en donde dicho 5 
sistema de anillos alifático, alifático insaturado, aromático, o heterocíclico saturado o no saturado;  

Rj es alquilo o haloalquilo que tiene de 1 a 10 átomos de carbono, alquenilo que tiene de 2 a aproximadamente 10 
átomos de carbono, alquinilo que tiene de 2 a aproximadamente 10 átomos de carbono, alilo que tiene de 6 a 
aproximadamente 14 átomos de carbono, N(Rk) (Rm) ORk, halo, SRk o CN;  

ma es 1 hasta aproximadamente 10;  10 

cada mb es, independientemente, 0 o 1;  

mc es 0 o un entero de 1 a 10;  

md es un entero de 1 a 10;  

me es de 0, 1 o 2; y  

con la condición de que cuando mc es 0, md es mayor que 1.  15 

Grupos sustituyentes representativos de la fórmula I están divulgados en la Solicitud de Patente de los Estados 
Unidos Series No. 09/130,973, presentada el 7 de agosto de 1998, titulada “2’-Oxietoxi Oligonucleótidos cubiertos".  

Grupos sustituyentes cíclicos representativos de la fórmula II se divulgan en la Solicitud de Patente de los Estados 
Unidos Serie No. 09/123,108, presentada el 27 de julio de 1998, titulada "Compuestos 2’-Oligoméricos direccionados 
a ARN que son preorganizados conformacionalmente".  20 

Grupos sustituyente azúcar preferidos particularmente incluyen  O[(CH2)nO]mCH3, O(CH2)nOCH3, O(CH2)nNH2, 
O(CH2)nCH3, O(CH2)nONH2, y O(CH2)nON[(CH2)nCH3)]2, en donde n y m van de 1 a aproximadamente 10.  

Grupos guanidinos sustituyentes representativos que se muestran en las fórmulas III y IV son divulgados en la 
Solicitud de Patente de los Estados Unidos coposeída 09/349,040, titulada "Oligómeros funcionalizados", presentada 
el 7 de julio de 1999.  25 

Grupos sustituyentes acetamido representativos están divulgados en la Patente de los Estados Unidos 6,147,200 la 
cual se incorpora aquí como referencia en su totalidad.  

Grupos sustituyentes dimetilaminoetiloxietilo representativos están divulgados en la Solicitud de Patente 
Internacional PCT/US99/17895, titulada "Compuestos oligoméricos de 2’-O-Dimetilaminoetiloxietilo", presentada el 6 
de agosto de 1999.   30 

Nucleobases modificadas/nucleobases de origen natural  

Los compuestos oligoméricos pueden incluir también nucleobases (denominadas frecuentemente en la técnica 
simplemente como “bases” o “unidad estructural de base heterocíclica”) con modificaciones o sustituciones. Tal 
como se utiliza aquí, nucleobases “no modificadas” o “naturales” incluyen las bases purínicas adenina (A) y guanina 
(G), y las bases pirimidinicas timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Las nucleobases modificadas también 35 
denominadas aquí como unidades estructurales de bases heterocíclicas incluyen otras nucleobases sintéticas y 
naturales tales como 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetilo citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-
metilo y otros derivados alquílicos de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados alquílicos de adenina y guanina, 
2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinilo (-C≡C-CH3) uracilo y citosina y otros 
derivados alquinílicos de bases pirimidinicas, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracil), 4-tiouracilo, 8-40 
halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas sustituidas en 8, 5-halo, particularmente 5-
bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas sustituidos en 5, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 2-F-adenina, 2-
amino-adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina y 3-deazaguanina y 3-
deazaadenina.  

Unidades estructurales de bases heterocíclicas pueden incluir también aquellas en las cuales la base purínica o 45 
pirimidínica es reemplazada con otros heterociclos, por ejemplo, 7-desaza adenina, 7-desazaguanosina, 2-
aminopiridina y 2-piridona. Nucleobases adicionales incluyen aquellas descritas en la Patente de los Estados Unidos 
No. 3,687,808, las divulgadas en The Concise Enciclopedia Of Polimer Science and Engineering, páginas 858-859, 
Kroschwitz, J.I., ed. John Wiley & Sons, 1990, las divulgadas por Englisch et al., Angewandte Chemie, International 
Edition, 1991, 30, 613, y las divulgadas por Sanghvi, Y.S., Chapter 15, Antisense Research and Applications, 50 
páginas 289-302, Crooke, S.T. and Lebleu, B., ed., CRC Press, 1993. Algunas de estas nucleobases son 
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particularmente útiles para el incremento de la afinidad de enlazamiento de los compuestos oligoméricos de la 
invención. Estas incluyen pirimidinas sustituidas en 5, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas en N-2, N-6 y O-6, 
incluyendo 2-aminopropil-adenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Las sustituciones en 5-metilcitosina han 
demostrado incrementar la estabilidad dúplex de ácidos nucleicos en 0.6 - 1.2°C (Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. y 
Lebleu, B., eds., Antisense Research y Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278) y son actualmente 5 
sustituciones en bases preferidas, incluso más particularmente en combinaciones con 2’-O-metoxietilo azúcares. 

En un aspecto de la presente invención, se preparan compuestos oligoméricos que tienen compuestos 
heterocíclicos policíclicos en lugar de una o más unidades estructurales de bases heterocíclicas. Un cierto número 
de compuestos heterocíclicos tricíclicos han sido reportados previamente. Estos compuestos son utilizados 
rutinariamente en aplicaciones antisentido para incrementar las propiedades de enlazamiento de la cadena 10 
modificada a una cadena objetivo. Las modificaciones más estudiadas están dirigidas a guanosinas por lo cual han 
sido denominadas pinzas G o análogos de citidina. Muchos de esos compuestos heterocíclicos policíclicos tienen la 
fórmula general:   

 

Análogos de citosina representativos que tienen 3 enlaces de hidrógeno con una guanosina en una segunda cadena 15 
incluyen 1,3-diazafenoxazine-2-ona (R10 = O, R11 - R14= H) [Kurchavov, et al., Nucleosides y Nucleótidos, 1997, 16, 
1837-1846], 1,3-diazafenotiazine-2-ona (R10= S, R11 - R14= H), [Lin, K.-Y.; Jones, R. J.; Matteucci, M. J. Am. Chem. 
Soc. 1995, 117, 3873-3874] y 6, 7, 8, 9-tetrafluoro-1,3-diazafenoxazine-2-ona (R10 = O, R11 - R14 = F) [Wang, J.; 
Lin, K.-Y., Matteucci, M. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 8385-8388]. Incorporadas en estos oligonucleótidos estas 
modificaciones en las bases demostraron hibridar con guanina complementaria y esta última también demostró 20 
hibridar con adenina y potenciar la estabilidad térmica helicoidal extendiendo las interacciones de apilamiento (véase 
también la solicitud de Patente de los Estados unidos titulada "Ácidos nucleicos peptídicos modificados" presentada 
el 24 de mayo de 2002, número de serie 10/155,920; y Solicitud de Patente de los Estados Unidos titulada 
"Oligonucleótidos quiméricos resistentes a nucleasa" presentada el 24 de mayo de 2002, número de serie 
10/013,295).  25 

Se han observado propiedades estabilizadoras de la hélice adicionales cuando un análogo/sustituto de citosina tiene 
una unidad estructural aminoetoxi unida al andamio rígido 1,3-diazafenox-azina-2-ona (R10 = O, R11 = -O-(CH2)2-
NH2, R12-14=H) [Lin, K.-Y.; Matteucci, M. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 8531-8532]. Estudios de enlazamiento 
demostraron que una incorporación individual podría potenciar la afinidad de enlazamiento de un oligonucleótido 
modelo a su ADN o ARN objetivo complementario con una ΔTm de hasta 18° con respecto a la 5-metilo citosina 30 
(dC5

me
), el cual es el potenciamiento de afinidad más alto conocido para una modificación individual hasta ahora. 

Por otro lado, la ganancia en estabilidad helicoidal no compromete la especificidad de los oligonucleótidos. Los datos 
de Tm indican una discriminación aún mayor entre la coincidencia perfecta y las secuencias no coincidentes en 
comparación con dC5

ma
. Se sugirió que el grupo amino enlazado sirve como enlace de hidrógeno adicional donante 

para interactuar con el lado Hoogsteen, a saber el 06, de una guanina complementaria formando por lo tanto 4 35 
enlaces de hidrógeno. Esto significa que la afinidad incrementada de la pinza G es mediada por la combinación del 
apilamiento de bases extendido y el enlazamiento de hidrógeno específico adicional. 

Compuestos heterocíclicos triciclos y métodos adicionales para utilizarlos que son compatibles con la presente 
invención están divulgados en la Patente de los Estados Unidos serie número 6, 028,183, la cual fue concedida el 22 
de mayo de 2000, y la Patente de los Estados Unidos serie número 6,007,992.  40 

La afinidad de enlazamiento potenciada de los derivados de fenoxacina junto con su especificidad de secuencia no 
comprometida los hace análogos de nucleobases valiosos para el desarrollo de fármacos basados en antisentido 
más potentes. En efecto, se han derivado datos prometedores de experimentos in vitro que demuestran que 
heptanucleótidos que contienen sustituciones de fenozacina son capaces de activar la RNasaH, potenciar el 
consumo celular y exhibir una actividad antisentido incrementada [Lin, K-Y; Matteucci, M. J. Am. Chem. Soc. 1998, 45 
120, 8531-8532]. El potenciamiento de la actividad fue incluso más pronunciado en el caso de la pinza G, como una 
sustitución simple que demostró mejorar significativamente la potencia in vitro de un  oligonucleótido de 2’-
desoxifosforotioato 20mero [Flanagan, W. M.; Wolf, J.J.; Olson, P.; Grant, D.; Lin, K.-Y.; Wagner, R. W.; Matteucci, 
M. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1999, 96, 3513-3518]. No obstante, para optimizar el diseño de oligonucleótidos y 
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entender mejor el impacto de estas modificaciones heterocíclicas sobre la actividad biológica, es importante evaluar 
su efecto sobre la estabilidad a la nucleasa de los oligómeros. 

Compuestos heterocíclicos policíclicos modificados adicionales útiles como bases heterocíclicas están divulgadas 
pero no se limitan a, en la antes anotada U.S. 3,687,808, así como en U.S.: 4,845,205; 5,130,302; 5,134,066; 
5,175,273; 5,367,066; 5,432,272; 5,434,257; 5,457,187; 5,459,255; 5,484,908; 5,502,177; 5,525,711; 5,552,540; 5 
5,587,469; 5,594,121, 5,596,091; 5,614,617; 5,645,985; 5,646,269; 5,750,692; 5,830,653; 5,763,588; 6,005,096; y 
5,681,941 y la Solicitud de Patente de los Estados Unidos número de serie 09/996,292 presentada el 28 de 
noviembre de 2001. 

Los oligonucleótidos de la presente invención también incluyen variantes en los cuales una base diferente está 
presente en una o más de las posiciones de nucleótidos en el oligonucleótido. Por ejemplo, si el primer nucleótido es 10 
una adenosina, pueden producirse variantes que contienen timidina, guanosina o citidina en esta posición. Esto 
puede hacerse en cualquiera de las posiciones del oligonucleótido. Estos oligonucleótidos son probados entonces 
utilizando los métodos descritos aquí para determinar su capacidad de inhibir la expresión de STAT3. 

Conjugados  

Una sustitución preferida adicional que puede ser anexada a los compuestos oligoméricos de la invención involucra 15 
el enlazamiento de unas o más unidades estructurales o conjugadas que potencian la actividad, distribución celular o 
consumo celular de los compuestos oligoméricos resultantes. En una realización tales compuestos oligoméricos 
modificados se preparan uniendo covalentemente grupos conjugados a grupos funcionales tales como grupos 
hidroxilo  o amino. Los grupos conjugados de la invención incluyen intercaladores, moléculas informadoras, 
poliaminas, poliamidas, polietilen glicoles, poliéteres, grupos que potencian las propiedades farmacodinámicas de 20 
los oligómeros, y grupos que potencian las propiedades farmacocinéticas de los oligómeros. Grupos conjugados 
típicos incluyen colesteroles, lípidos, fosfolípidos, biotina, fenazina, folato, fenantridina, antraquinona, acridina, 
fluoresceínas, rodaminas, cumarinas y colorantes. Grupos que potencian las propiedades farmacodinámicas en el 
contexto de esta invención, incluyen grupos que potencian el consumo de oligómeros, potencian la resistencia del 
oligómero a la degradación, y/o fortalecen la hibridación específica de secuencia con ARN. Grupos que potencian 25 
las propiedades farmacocinéticas, en el contexto de esta invención, incluyen grupos que mejoran el consumo, 
distribución, metabolismo o excreción de oligómeros. Grupos conjugados representativos se divulgan en la Solicitud 
Internacional de Patente PCT/US 92/09196, presentada el 23 de octubre de 1992. Unidades estructurales 
conjugadas incluyen pero no se limitan a unidades estructurales lipídicas tales como una unidad estructural 
colesterol (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553-6556), ácido cólico (Manoharan et al., Bioorg. 30 
Med. Chem. Let., 1994, 4, 1053-1060), un tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad. 
Sci., 1992, 660, 306-309; Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3, 2765-2770), un tiocolesterol 
(Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533-538), una cadena alifática, por ejemplo residuos dodecandiol o 
undecilo (Saison-Behmoaras et al., EMBO J., 1991, 10, 1111-1118; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259, 327-330; 
Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75, 49-54), un fosfolípido, por ejemplo di-hexadecil-rac-glicerol o trietilamonio, 35 
1,2-di-O-hexadecil-rac-glicerol-3-H-fosfonato (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654; Shea et al., 
Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-3783), una poliamina o una cadena de polietilen glicol (Manoharan et al., 
Nucleosides & Nucleótidos, 1995, 14, 969-973), o ácido adamantano acético (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 
1995, 36, 3651-3654), una unidad estructural palmitilo (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264, 229-237), 
o una unidad estructural octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 40 
1996, 277, 923-937.   

Los compuestos oligoméricos de la invención también pueden ser conjugados a sustancias farmacoactivas, por 
ejemplo, aspirina, warfarina, fenilbutazona, ibuprofeno, suprofeno, fenbufeno, naproxeno, quetoprofeno, (S)-(+)-
pranoprofeno, carprofeno, dancilo sarcocina, ácido 2,3,5-triyodobenzoico, ácido flufenámico, ácido folínico, una 
benzotiadiazida, clorotiazida, una diazepina, indometicina, un barbiturato, una cefalosporina, un fármaco sulfa, un 45 
antidiabético, un antibacteriano o un antibiótico. Conjugados oligonucleótido-fármaco y su preparación están 
descritos en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos 09/334,130 (presentada el 15 de junio de 1999).  

Patentes de los Estados Unidos representativas que enseñan la preparación de tales conjugados de 
oligonucleótidos incluyen, pero no se limitan a, U.S.: 4,828,979; 4,948,882; 5,218,105; 5,525,465; 5,541,313; 
5,545,730; 5,552,538; 5,578,717, 5,580,731; 5,580,731; 5,591,584; 5,109,124; 5,118,802; 5,138,045; 5,414,077; 50 
5,486,603; 5,512,439; 5,578,718; 5,608,046; 4,587,044; 4,605,735; 4,667,025; 4,762,779; 4,789,737; 4,824,941; 
4,835,263; 4,876,335; 4,904,582; 4,958,013; 5,082,830; 5,112,963; 5,214,136; 5,082,830; 5,112,963; 5,214,136; 
5,245,022; 5,254,469; 5,258,506; 5,262,536; 5,272,250; 5,292,873; 5,317,098; 5,371,241, 5,391,723; 5,416,203, 
5,451,463; 5,510,475; 5,512,667; 5,514,785; 5,565,552; 5,567,810; 5,574,142; 5,585,481; 5,587,371; 5,595,726; 
5,597,696; 5,599,923; 5,599,928 y 5,688,941, cada uno de los cuales se incorpora aquí como referencia.  55 

Los compuestos oligoméricos utilizados en la composición de la presente invención también pueden ser modificados 
para tener uno o más grupos estabilizadores que en general están unidos a uno o ambos terminales de los 
compuestos oligoméricos para potenciar las propiedades tales como por ejemplo estabilidad a la nucleasa. Incluidas 
en los grupos estabilizantes están las estructuras de cobertura. Por “estructura de cobertura o unidad estructural de 
cobertura terminal” se entienden modificaciones químicas que han sido incorporadas en cualquiera de los terminales 60 
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de los oligonucleótidos (véase por ejemplo Wincott et al., WO 97/26270). Estas modificaciones terminales protegen 
los compuestos oligoméricos que tienen moléculas de ácidos nucleicos terminales frente a la degradación por 
exonucleasas, y pueden ayudar en la administración y/o localización dentro de una célula. La cobertura puede estar 
presente en el terminal 5’ (cobertura 5’) o en el terminal 3’ (cobertura 3’) o puede estar presente en ambos 
terminales. En ejemplos no limitantes, la cobertura 5’ incluye residuos abásicos invertidos (unidades estructurales), 5 
nucleótido 4’, 5’-metileno; 1-(beta-D-eritrofuranosil) nucleótido, 4’-tio nucleótido, nucleótido carbocíclico; 1,5-
anhidrohexitol nucleótido; L-nucleótidos; alfanucleótidos; nucleótido base modificado; enlace fosforoditioato; 
nucleótido treo-pentofuranosilo; nucleótido acíclico 3’,4’-seco; nucleótido acíclico 3,4-dihidroxibutilo; ribonucleótido 
acíclico 3,5-dihidroxipentilo, unidad estructural nucleótido 3’-3’-invertido; unidad estructural abásica 3’-3’-invertida; 
unidad estructural nucleótido 3’-2’-invertida; unidad estructural abásica 3’-2’-invertida; 1,4-butanediol fosfato; 3’-10 
fosforamidato; hexilfosfato; aminohexilo fosfato; 3’-fosfato; 3’-fosforotioato; fosforoditioato; o unidad estructural 
metilfosfonato con puente o sin puente (para más detalle véase Wincott et al., publicación Internacional PCT No. WO 
97/26270).  

Estructuras de cobertura 3’preferidas particularmente de la presente invención incluyen, por ejemplo 4’, 5’-metilen 
nucleótido; 1-(beta-D-eritrofuranosil) nucleótido; 4’-tio nucleótido, nucleótido carbocíclico; 5’-amino-alquilo fosfato; 15 
1,3-diamino-2-propilo fosfato, 3-aminopropilo fosfato; 6-aminohexilo fosfato; 1,2-aminododecilo fosfato; hidroxipropilo 
fosfato; 1,5-anhidrohexitol nucleótido; L-nucleótido; alfa-nucleótido; nucleótido base modificado; fosforoditioato; treo-
pentofuranosilo nucleótido; nucleótido acíclico 3’,4’-seco; 3,4-dihidroxibutilo nucleótido; 3,5-dihidroxipentilo 
nucleótido, unidad estructural nucleótido 5’-5’-invertida; unidad estructural abásica 5’-5’-invertida; 5’-fosforamidato; 
5’-fosforotioato; 1,4-butanediol fosfato; 5’-amino; 5’-fosforamidato formador de puente y/o no formador de puente, 20 
fosforotioato y/0 fosforoditioato, unidades estructurales metilfosfonato y 5’-mercapto formadoras o no formadoras de 
puente (para más detalle véase Beaucage y Tyer, 1993, Tetrahedron 49, 1925).  

Grupos estabilizantes 3’ y 5’ adicionales que pueden ser utilizados para cubrir uno o ambos extremos de un 
compuesto oligomérico para impartir estabilidad ante la nucleasa incluyen los divulgados en WO 03/004602 
publicada el 16 de enero de 2003. 25 

Compuestos oligoméricos quiméricos 

No es necesario que todas las posiciones en un compuesto oligomérico sean modificadas uniformemente, y en 
efecto más de una de las modificaciones antes mencionadas pueden ser incorporada en un compuesto oligomérico 
individual o incluso en una subunidad monomérico individual tal como un nucleósido dentro de un compuesto 
oligomérico. La presente invención también incluye compuestos oligoméricos que son compuestos oligoméricos 30 
quiméricos. Compuestos oligoméricos “quiméricos” o “quimeras”, en el contexto de esta invención, son compuestos 
oligoméricos que contienen dos o más regiones químicamente distintas, cada una constituida de al menos una 
unidad monomérica, esto es, un nucleótido en el caso de un oligómero basado en ácido nucleico. 

Los compuestos oligoméricos quiméricos contienen típicamente al menos una región modificada de tal manera que 
confieren resistencia incrementada a la degradación por nucleasa, consumo celular incrementado y/o afinidad de 35 
enlazamiento incrementada para el ácido nucleico objetivo. Una región adicional del compuesto oligomérico puede 
servir como sustrato para enzimas capaces de escindir híbridos ARN:ADN o ARN:ARN. A manera de ejemplo, la 
RNasaH es una endonucleasa celular que escinde la cadena ARN de un dúplex ARN:ADN. La activación de la 
RNasaH, por lo tanto, da como resultado la escisión del objetivo ARN, potenciando con ello grandemente la 
eficiencia de la inhibición de la expresión del gen. Consecuentemente, pueden obtenerse frecuentemente resultados 40 
comparables con compuestos oligoméricos más cortos cuando se usan quimeras, en comparación con por ejemplo 
la hibridación de desoxioligonucleótidos fosforotioato a la misma región objetivo. La escisión del ARN objetivo puede 
ser detectada rutinariamente por electroforesis en gel y, si es necesario, por técnicas de hibridación de ácidos 
nucleicos asociados conocidos en la técnica.  

Los compuestos oligoméricos quiméricos de la invención pueden ser formados como estructuras compuestas de dos 45 
o más imitadores de oligonucleótidos, análogos de oligonucleótidos, oligonucleósidos y/ u oligonucleótidos como se 
describió anteriormente. Tales compuestos oligoméricos también han sido denominados en la técnica como 
hemímeros híbridos, oligómeros con brecha  u oligómeros con brecha invertidos. Patentes de los Estados Unidos 
representativas que enseñan la preparación de tales estructuras hibridas incluye, pero no se limitan a, US: 
5,013,830; 5,149,797; 5,220,007; 5,256,775; 5,366,878; 5,403,711; 5,491,133; 5,565,350; 5,623,065; 5,652,355; 50 
5,652,356; y 5,700,922. 

Modificaciones endo en 3’ 

En un aspecto de la presente invención los compuestos oligoméricos incluyen nucleósidos modificados 
sintéticamente para inducir una conformación de azúcar 3´ endo. Un nucleósido puede incorporar modificaciones 
sintéticas de la base heterocíclica, la unidad estructural azúcar o ambas para inducir una conformación de azúcar 3’ 55 
endo deseada. Estos nucleósidos modificados son utilizados para imitar nucleósidos similares a ARN de tal manera 
que pueden potenciarse las propiedades particulares de un compuesto oligomérico a la vez que se mantiene la 
geometría conformacional 3’ endo deseable. 
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Hay una preferencia aparente para un dúplex tipo ARN (hélice en forma A, predominantemente 3’ endo) como 
requerimiento (por ejemplo disparador) de la interferencia de ARN que es soportada en parte por el hecho de que los 
dúplex compuestos de 2’-desoxi-2’-F-nucleósidos parece eficiente en iniciar la respuesta de iARN en el sistema C. 
elegans. Las propiedades que son potenciadas por el uso de endonucleósidos 3’ endo más estables incluyen pero 
no se limitan a modulación de propiedades farmacocinéticas a través de la modificación del enlazamiento a 5 
proteínas, disociación de proteína, absorción y eliminación; modulación de estabilidad a la nucleasa así como 
estabilidad química; modulación de la afinidad al enlazamiento y especificidad del oligómero (la afinidad y 
especificidad para enzimas así como para secuencias complementarias); e incremento de la eficacia de la escisión 
de ARN. La presente invención provee disparadores oligoméricos de ARN que tienen uno o más nucleósidos 
modificados de manera tal que favorecen la conformación tipo C3’ endo. 10 

 

 

La conformación de nucleósidos está influenciada por diversos factores que incluyen la sustitución en las posiciones 
2’, 3’ o 4’ del azúcar pentofuranosilo. Los sustituyentes electronegativos generalmente prefieren las posiciones 
axiales, mientras que los sustituyentes estéricamente exigentes prefieren generar las posiciones ecuatoriales 15 
(Principles of Nucleic Acid Structure, Wolfgang Sanger, 1984, Springer-Verlag.) la modificación de la posición 2’ para 
favorecer la conformación 3’ endo puede alcanzarse a la vez que se mantiene el 2’-OH como un elemento de 
reconocimiento, como se ilustra en la figura 2, más adelante. (Gallo et al., Tetrahedron (2001), 57, 5707-5713. Harry-
O’kuru et al., J. Org. Chem., (1997), 62(6), 1754-1759 y Tang et al., J. Org. Chem. (1999), 64, 747-754.) 
Alternativamente, la preferencia de la conformación 3’ endo puede alcanzarse por la eliminación del 2’-OH como se 20 
ejemplifica mediante los 2’desoxi-2’F-nucleósidos (Kawasaki et al., J. Med. Chem. (1993), 36, 831-841), la cual 
adopta la conformación 3’ endo posicionando el átomo de flúor electronegativo en la posición axial. Otras 
modificaciones del anillo ribosa, por ejemplo la sustitución en la posición 4’ para dar nucleósidos modificados 4’-F 
(Guillerm et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters (1995), 5, 1455-1460 y Owen et al., J. Org. Chem. 
(1976), 41, 3010-3017), o por ejemplo la modificación para producir análogos de metanocarbanonucleósidos 25 
(Jacobson et al., J. Med. Chem. Lett. (2000), 43, 2196-2203 y Lee et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters 
(2001), 11, 1333-1337) inducen también la preferencia por la conformación 3’ endo. A lo largo de líneas similares, 
los disparadores oligoméricos de la respuesta de iARN pueden estar compuestos de uno o más mononucleósidos 
modificados de una manera tal que la conformación se asegura en una conformación tipo C3’ endo, esto es ácido 
nucleico asegurado, (LNA, Singh et al, Chem. Commun. (1998), 4, 455-456), y ácidos  nucleicos con puentes de 30 
etileno (ENA, Morita et al, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters (2002), 12, 73-76.). Ejemplos de nucleósidos 
modificados compatibles con la presente invención se muestran más adelante en la Tabla I. estos ejemplos se 
entienden como representativos y no exhaustivos.  

 

 35 
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La conformación preferida de nucleósidos modificados y sus oligómeros puede ser estimada mediante diversos 
métodos tales como cálculos de dinámica molecular, espectroscopía de resonancia magnética nuclear y mediciones 
CD. Por lo tanto, las modificaciones predichas para introducir conformaciones similares en ARN, una geometría 
dúplex de forma A en un contexto oligomérico, se seleccionan para uso en los oligonucleótidos modificados de la 5 
presente invención. Las síntesis de numerosos de los nucleósidos modificados apropiados para la presente 
invención son conocidas en la técnica (véase por ejemplo, Chemistry of Nucleosides and Nucleotides Vol. 1 – 3, ed. 
Leroy B. Townsend, 1998, Plenum press., y los ejemplos de la sección a continuación). Los nucleósidos conocidos 
por ser inhibidores/sustratos para polimerasas de ARN dependientes de ARN (por ejemplo HCV NS5B  

En un aspecto, la presente invención está dirigida a oligonucleótidos que se preparan copropiedades potenciadas en 10 
comparación con el ARN nativo contra objetivos de ácidos nucleicos. Un objetivo es identificado y un oligonucleótido 
es seleccionado de forma que tenga una longitud y una secuencia efectiva que sea complementaria a una porción 
de la secuencia objetivo. Cada nucleósido de la secuencia es sometido a escrutinio para posibles modificaciones de 
potenciamiento. Una modificación preferida seria el reemplazo de uno o más nucleósidos de ARN con nucleósidos 
que tengan la misma geometría conformacional 3’ endo. Tales modificaciones pueden potenciar la estabilidad 15 
química y de la nucleasa con respecto al ARN nativo mientras que al mismo tiempo es mucho más barato y fácil de 
sintetizar y/o incorporarlo en un oligonucleótido. La secuencia seleccionada puede ser dividida adicionalmente en 
regiones y los nucleósidos de cada región evaluados para potenciar las modificaciones que puedan ser el resultado 
de una configuración quimérica. También se da consideración a los terminales 5 y 3’ puesto que hay modificaciones 
frecuentemente ventajosas que pueden hacerse a uno o más de los nucleósidos terminales. Los compuestos 20 
oligoméricos de la presente invención pueden incluir al menos un grupo fosfato modificado 5’ sobre una cadena 
sencilla o sobre al menos una posición 5’ de una secuencia o secuencias de cadena doble. Modificaciones 
adicionales también son consideradas tales como los enlaces internucleósido, grupos conjugados, azúcares o bases 
sustitutos, sustitución de uno o más nucleósidos con imitadores de nucleósidos y cualquier otra modificación que 
pueda potenciar la secuencia seleccionada para su objetivo previsto. Los términos utilizados para describir la 25 
geometría conformacional de los ácidos nucleicos homodúplex son “Forma A” para ARN y “Forma B” para ADN. La 
geometría conformacional respectiva para los dúplex ARN y ADN fue determinada por análisis por difracción de 
rayos X de fibras de ácidos nucleicos (Arnott and Hukins, Biochem. Biophys. Res. Comm., 1970, 47, 1504). En 
general, los dúplex ARN:ARN son más estables y tienen temperaturas de fusión más altas   (Tm) que los dúplex 
ADN:ADN (Sanger et al., Principles of Nucleic Acid Structure, 1984, Springer-Verlag; New York, NY.; Lesnik et al., 30 
Biochemistry, 1995, 34, 10807-10815; Conte et al., Nucleic Acids Res., 1997, 25, 2627-634). La estabilidad 
incrementada del ARN ha sido atribuida a varias características estructurales, la más notable las interacciones 
mejoradas de apilamiento de bases que son el resultado de una geometría de forma A (Searle et al., Nucleic Acids 
Res., 1993, 21, 2051-2056). La presencia del 2’ hidroxilo en ARN desplaza el azúcar hacia un plegador C3’ endo, 
esto es, también designado como plegador Northern, lo que hace que el dúplex favorezca la geometría de forma A. 35 
Además, los grupos 2’ hidroxilo del ARN pueden formar una red de enlaces de hidrógeno mediados por agua que 
ayudan a estabilizar el dúplex ARN (Egli et al., Biochemistry, 1996, 35, 8489-8494). Por otro lado, los ácidos 
desoxinucleicos prefieren un plegador de azúcar C2’ endo, también conocido como plegador Southern, del cual se 
cree que imparte una geometría de forma B menos estable. (Sanger, W. (1984) Principles of Nucleic Acid Structure, 
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Springer-Verlag, New York, NY). Tal como se utiliza aquí, la geometría de forma B es inclusiva tanto de plegador C2’ 
endo como O4’ endo. Esto es consistente con  Berger, et. al., Nucleic Acids Research, 1998, 26, 2473-2480, quienes 
señalaron que en consideración de las conformaciones de furanosa que dan lugar a los dúplex forma B también 
debe considerarse otorgar al plegador O4’ endo una contribución.  

Los dúplex híbridos ADN:ARN, sin embargo son menos estables que los dúplex ARN:ARN puros, y dependiendo de 5 
su secuencia pueden ser más o menos estables que los dúplex ADN:ADN (Searle et al., Nucleic Acids Res., 1993, 
21, 2051-2056). La estructura de un dúplex hibrido es un intermedio entre las geometrías forma A y B, las cuales 
pueden dar como resultado interacciones de pobre apilamiento (Lane et al., Eur. J. Biochem., 1993, 215, 297-306; 
Fedoroff et al., J. Mol. Biol., 1993, 233, 509-523; Gonzalez et al., Biochemistry, 1995, 34, 4969-4982; Horton et al., J. 
Mol. Biol., 1996, 264, 521-533). La estabilidad del dúplex formado entre un ARN objetivo y una secuencia sintética 10 
es definitivo para terapias tales como pero no limitándose a antisentido e interferencia de ARN puesto que estos 
mecanismos requieren el enlazamiento de una cadena de oligonucleótido sintética a una cadena objetivo de ARN. 

En el caso del antisentido, la inhibición efectiva del ARNm requiere que el ADN antisentido tenga una afinidad de 
enlazamiento muy alta con el ARNm. De otra forma la interacción deseada entre la cadena de oligonucleótidos 
sintética y la cadena de ARNm objetivo ocurrirá de manera poco frecuente, dando como resultado una eficacia 15 
disminuida. 

Un método utilizado rutinariamente para modificar el plegamiento del azúcar es la sustitución del azúcar en la 
posición 2’ con un grupo sustituyente que influye en la geometría del azúcar. La influencia sobre la conformación del 
anillo depende de la naturaleza del sustituyente en la posición 2’. Se ha estudiado un cierto número de sustituyentes 
diferentes para determinar su efecto de plegamiento en el azúcar. Por ejemplo, se han estudiado 2’-halógenos lo 20 
que muestra que el derivado 2’-flúor exhibe la población más grande (65%) de la forma C3’-endo, y el 2’-yodo exhibe 
la población más baja (7%). Las poblaciones de adenosina (2’-OH) versus desoxiadenosina (2’-H) son 36% y 19%, 
respectivamente. Además, el efecto del grupo 2’-flúoro de los dímeros de adenosina (2’–desoxi-2’-fluoroadenosina – 
2’-desoxi-2’-fluoro-adenosina) está correlacionado adicionalmente con la estabilización de la conformación apilada. 

Como se esperaba, la estabilidad del dúplex relativa puede ser potenciada por reemplazo de los grupos 2’-OH con 25 
grupos 2’-F incrementado por lo tanto la población de C3’- endo. Se asume que la naturaleza altamente polar del 
enlace 2’-F y la extrema preferencia por el plegamiento C3’-endo puede estabilizar la conformación apilada en un 
dúplex de forma A. Los datos de hipocromicidad en UV, dicroísmo circular y 

1
H RMN también indican que el grado 

de apilamiento disminuye a medida que la electronegatividad del sustituyente A lo disminuye. Adicionalmente, el 
volumen estérico con la posición 2

1
 de la unidad estructural azúcar se acomoda mejor en un dúplex forma A que en 30 

un dúplex forma B. Así, se cree que un sustituyente 2’ sobre el terminal 3’ de un monofosfato de dinucleósido ejerce 
un cierto número de efectos sobre la conformación de apilamiento:repulsión estérica, preferencia por plegamiento de 
furanosa, repulsión electrostática, atracción hidrofóbica y capacidades de enlazamiento de hidrógeno. Se cree que 
estos efectos sustituyente son determinados por el tamaño molecular, electronegatividad, e hidrofobicidad del 
sustituyente. Las temperaturas de fusión de las cadenas complementarias también se incrementan con los difosfatos 35 
de adenosina sustituidos en 2’. No es claro si la preferencia por 3’-endo de la conformación o la presencia del 
sustituyente es responsable del enlazamiento incrementado. Sin embargo, puede alcanzarse una superposición 
mayor de bases adyacentes (apilamiento) con la conformación 3’-endo.    

Una modificación en 2’ sintética que imparte una resistencia incrementada a la nucleasa y una afinidad de 
enlazamiento muy alta a los nucleótidos es la cadena lateral 2-metoxietoxi (2’-MOE, 2’-OCH2CH2OCH3) y (Baker et 40 
al., J. Biol. Chem., 1997, 272, 11944-12000). Una de las ventajas intermedias de la sustitución 2’-MOE es el 
mejoramiento en la afinidad de enlazamiento, la cual es mayor que muchas modificaciones 2’ similares tales como 
O-metilo, O-propilo, y O-aminopropilo. Los oligonucleótidos que tienen el sustituyente 2’-O-metoxietilo también han 
demostrado ser inhibidores antisentido de la expresión genética con características prometedoras en el uso in vivo 
(Martin, P., Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504; Altmann et al., Chimia, 1996, 50, 168-176; Altmann et al., Biochem. 45 
Soc. Trans., 1996, 24, 630-637; y Altmann et al., Nucleosides Nucleótidos, 1997, 16, 917-926). Con respecto al 
ADN, los oligonucleótidos que tienen la modificación 2’-MOE desplegaron una afinidad mejorada por ARN y mayor 
resistencia a la nucleasa. Los oligonucleótidos quiméricos que tienen sustituyentes 2’-MOE en los nucleósidos del 
ala y una región interna de nucleótidos desoxi-fosforotioato (también denominada un oligonucleótido con brecha  u 
oligómero con brecha) han mostrado una reducción efectiva en el crecimiento de tumores en modelos animales a 50 
dosis bajas. Los oligonucleótidos sustituidos con 2’-MOE también han mostrado una promesa sobresaliente como 
agentes antisentido en diferentes estados de la enfermedad. Uno de tales oligonucleótidos sustituidos con MOE está 
siendo investigado actualmente en ensayos clínicos para el tratamiento de retinitis CMV.  

Químicas definidas 

A menos que se defina otra cosa aquí, alquilo significa un hidrocarbilo alifático de cadena recta o (cuando sea 55 
posible) ramificada C1-C12, preferiblemente C1-C8, y más preferiblemente C1-C6. 

Al menos que se defina otra cosa aquí, heteroalquilo significa una cadena hidrocarbilo alifática recta o (cuando sea 
posible) ramificada C1-C12, preferiblemente C1-C8 y más preferiblemente C1-C6 que contiene al menos uno, y 
preferiblemente al menos 1 a aproximadamente 3, heteroátomos en la cadena, incluyendo la porción terminal de la 
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cadena. Heteroátomos preferidos incluyen N, O y S. Al menos que se defina aquí otra cosa, cicloalquilo significa un 
anillo hidrocarbilo alifático C3-C12, preferiblemente C3-C8, y más preferiblemente C3-C6. 

Al menos que se defina otra cosa aquí, alquenilo significa alquenilo C2-C12, preferiblemente C2-C8 y más 
preferiblemente C2-C6, el cual puede ser una unidad estructural hidrocarbilo recta o (cuando sea posible) ramificada, 
la cual contiene al menos un doble enlace carbono-carbono. 5 

Al menos que se defina otra cosa aquí, alquinilo significa alquinilo C2-C12, preferiblemente C2-C8, y más 
preferiblemente C2-C6, el cual puede ser una unidad estructural hidrocarbilo recta o (cuando sea posible) ramificada, 
la cual contiene al menos un triple enlace carbono-carbono.  

Al menos que se defina otra cosa aquí, heterocicloalquilo significa una unidad estructural de anillo que contiene al 
menos 3 miembros de anillo, al menos uno de los cuales es carbono, y de los cuales 1, 2 o 3 miembros de anillo son 10 
diferentes a carbono. Preferiblemente el número de átomos de carbono varia de 1 a aproximadamente 12, 
preferiblemente de 1 a aproximadamente 6, y un número total de miembros de anillo varían desde 3 hasta 
aproximadamente 15, preferiblemente desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 8. Heteroátomos de anillo 
preferidos son N, O y S. grupos heterocicloalquilo preferidos incluyen morfolino, tiomorfolino, piperidinilo, 
piperazinilo, homopiperidinilo, homopiperazinilo, homomorfolino, homotiomorfolino, pirrolodinilo, tetrahidrooxazolilo, 15 
tetrahidroimidazolilo, tetrahidrotiazolilo, tetrahidroisoxazolilo, tetrahidropirrazolilo, furanilo, piranilo, y 
tetrahidroisotiazolilo.    

Al menos que se defina aquí otra cosa, arilo significa una estructura de anillo hidrocarburo que contiene al menos un 
anillo arilo. Anillos arilo preferido tienen aproximadamente 6 hasta aproximadamente 20 carbonos de anillo. Anillos 
arilo especialmente preferidos incluyen fenilo, naftilo, antracenilo y fenantrenilo.  20 

Al menos que se defina aquí otra cosa, hetarilo significa una unidad estructural que contiene al menos un anillo 
completamente insaturado, consistiendo el anillo de átomos de carbono y no carbono. Preferiblemente el sistema de 
anillo contiene de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 anillos. Preferiblemente el número de átomos de 
carbono varía desde 1 hasta aproximadamente 12, preferiblemente de 1 hasta aproximadamente 6, y el número total 
de miembros de anillo varía desde 3 hasta aproximadamente 15, preferiblemente desde aproximadamente 3 hasta 25 
aproximadamente 8. Heteroátomos de anillo preferido son N, O y S. Unidades estructurales hetarilo preferidas 
incluyen pirazolilo, tiofenilo, piridilo, imidazolilo, tetrazolilo, piridilo, pirimidinilo, purinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, 
bencimidazolilo, benzotiofenilo, etc.  

Al menos que se defina otra cosa aquí, cuando una unidad estructural es definida como una unidad estructural de 
compuesto, tal como hetarilalquilo (hetarilo y alquilo), aralquilo (arilo y alquilo), etc., cada una de las subunidades 30 
estructurales es como se define aquí.  

Al menos que se defina aquí otra cosa, un grupo extractor de electrones es un grupo, tal como el grupo ciano o 
isocianato que extrae carga electrónica del carbono al cual está enlazado. Otros grupos extractores de electrones de 
nota incluyen aquellos cuyas electronegatividad exceden la del carbono, por ejemplo halógeno, nitro o fenilos 
sustituidos en la posiciones orto o para con uno o más grupos ciano, isotiocianato, nitro o halo.  35 

Al menos que se defina otra cosa aquí, los término halógeno y halo tienen sus significados ordinarios. Sustituyentes 
halo (halógeno) preferidos son Cl, Br, e I.  

Los sustituyentes opcionales antes mencionados son, al menos que se defina aquí otra cosa, sustituyentes 
adecuados dependiendo de las propiedades deseadas. Se incluyen halógenos (CL, Br, I), unidades estructurales 
alquilo, alquenilo y alquinilo, NO2, NH3 (sustituido y no sustituidos), unidades estructurales ácido (por ejemplo - 40 
CO2H, -OSO3H2, etc.), unidades estructurales heterocicloalquilo, unidades estructurales hetarilo, unidades 
estructurales arilo, etc. En todas las formas precedentes, la virgulilla (~) indica un enlace a un oxígeno o azufre del 
5’- fosfato. 

Grupos protectores fosfato incluyen los descritos en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,760,209, US 
5,614,621, US 6,051,699, US 6,020,475, US 6,326,478, US 6,169,177, US 6,121,437, US 6,465,628. 45 

Los oligonucleótidos usados de acuerdo con esta invención pueden de manera conveniente y rutinaria hacerse a 
través de una técnica bien conocida de síntesis en fase sólida. Equipos para tales síntesis son vendidos por varios 
proveedores incluyendo a Applied Biosystems. También puede emplearse cualquier otro medio para tal síntesis; la 
síntesis real de los oligonucleótidos está bien encajada dentro de los talentos rutinarios. Es bien conocido utilizar 
técnicas similares para preparar oligonucleótidos tales como los fosforotioatos y los derivados 2’- alcoxi o 2’-50 
alcoxialcoxi, incluyendo oligonucleótidos 2’- O-metoxietilo (Martin, P., Helv. Chim. Acta 1995, 78, 486-504). También 
es conocido utilizar técnicas similares y amiditas modificadas disponibles comercialmente y productos en vidrio de 
poro controlado (CPG) tales como biotina, fluoresceína, acridina o amiditas modificadas con psoraleno y/ CPG 
(disponible de Glen Research, Sterling, VA) para sintetizar oligonucleótidos marcados por fluorescencia, biotinilados 
u otros conjugados. 55 
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Composiciones y formulaciones antisentido  

Los compuestos de la invención también pueden ser mezclados, encapsulados, conjugados y de alguna otra manera 
asociados con otras moléculas, estructuras moleculares o mezclas de compuestos, como por ejemplo liposomas, 
moléculas direccionadas al receptor, formulaciones orales, rectales, tópicas u otras, para asistir en la ingesta, 
distribución y/o absorción. Patentes de los Estados Unidos representativas que enseñan la preparación de tales 5 
formulaciones de ayuda para la ingesta, distribución y/o absorción incluyen, pero no se limitan a, US: 5,108,921; 
5,354,844; 5,416,016; 5,459,127; 5,521,291; 5,543,158; 5,547,932; 5,583,020; 5,591,721; 4,426,330; 4,534,899; 
5,013,556; 5,108,921; 5,213,804; 5,227,170; 5,264,221; 5,356,633; 5,395,619; 5,416,016; 5,417,978; 5,462,854; 
5,469,854; 5,512,295; 5,527,528; 5,534,259; 5,543,152; 5,556,948; 5,580,575; y 5,595,756.    

Los compuestos antisentido de la invención abarcan cualquier sal, éster o sales de tales ésteres, farmacéuticamente 10 
aceptables, o cualquier otro compuesto, el cual por administración a un animal que incluye un humano, es capaz de 
proveer (directa o indirectamente) el metabolito biológicamente activo o residuo del mismo. De acuerdo con lo 
anterior, por ejemplo, la divulgación también está dirigida a profármacos y sales farmacéuticamente aceptables de 
los compuestos de la invención, sales farmacéuticamente aceptables de tales profármacos, y otros bioequivalentes. 

El término “profármaco” indica un agente terapéutico que es preparado en una forma inactiva que es convertida a 15 
una forma activa (por ejemplo, fármaco) dentro del cuerpo o células del mismo mediante la acción de enzimas 
endógenas u otros agentes químicos y/o condiciones. En particular, las versiones profármaco de los oligonucleótidos 
de la invención se preparan como derivados SATE (S-acetil-2-tioetil) de acuerdo con los métodos divulgados en WO 
93/24510 de Gosselin et al., publicada el 9 de diciembre de 1993 o en WO 94/26764 y U. S. 5,770,713 de Imbach et 
al. 20 

El término “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisiológica y farmacéuticamente aceptables de los 
compuestos de la invención: esto es, sales que retengan la actividad biológica deseada del compuesto original y no 
impartan efectos toxicológicos indeseados al mismo. 

Sales de adición básica farmacéuticamente aceptables se forma con metales o aminas, tales como metales alcalino 
y alcalinotérreos o amidas orgánicas. Ejemplos de metales utilizados como cationes son sodio, potasio, magnesio, 25 
calcio y similares. Ejemplos de aminas adecuadas son N,N’-dibenciletilendiamina, cloroprocaina, colina, 
dietanolamina, dicicloexilamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaína (véase, por ejemplo, Berge et al., 
“Pharmaceutical Salts”, J. of Pharma Sci., 1977, 66, 1-19). Tal como se utiliza aquí, una “sal de adición farmacéutica” 
incluye una sal farmacéuticamente aceptable de una forma ácida de uno de los componentes de las composiciones 
de la invención. Estas incluyen sales de ácidos orgánicos o inorgánicos de las aminas. Sales ácidas preferidas son 30 
los clorhidratos, acetatos, salicilatos, nitratos y fosfatos. Otras sales farmacéuticamente aceptables adecuadas son 
bien conocidas para los experimentados en el arte e incluyen sales básicas de una variedad de ácidos inorgánicos y 
orgánicos. 

Para oligonucleótidos, ejemplos preferidos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen pero no se limitan a (a) 
sales formadas con cationes tales como sodio, potasio, amonio, magnesio, calcio, poliaminas tales como espermina 35 
y espermidina, etc.; (b) sales de adición acida formadas con ácidos inorgánicos, por ejemplo ácido clorhídrico, ácido 
bromhídrico, ácido sulfúrico, ácido fosfórico, ácido nítrico y similares; (c) sales formadas con ácidos orgánicos tales 
como, por ejemplo, ácido acético, ácido oxálico, ácido tartárico, ácido succínico, ácido maleico, ácido fumárico, ácido 
glucónico, ácido cítrico, ácido málico, ácido ascórbico, ácido benzoico, ácido tánico, ácido palmítico, ácido algínico y 
ácido poliglutámico, ácido naftalenosulfónico, ácido metanosulfónico, ácido p-toluenosulfónico, ácido 40 
naftalenodisulfónico, ácido poligalacturónico, y similares; y (d) sales formadas a partir de aniones elementales tales 
como cloro, bromo y yodo. 

Composiciones farmacéuticas y rutas de administración 

Las composiciones farmacéuticas de la presente invención pueden ser administradas en un cierto número de 
maneras dependiendo de si se desea un tratamiento local o sistémico y del área que se va a tratar. La 45 
administración puede ser tópica (incluyendo oftálmica y a membranas mucosas incluyendo administración vaginal y 
rectal), pulmonar, por ejemplo por inhalación o insuflación de polvos o aerosoles, incluyendo el uso de nebulizado; 
intratraqueal, intranasal, epidérmica y transdérmica), oral o parenteral. La administración parenteral incluye inyección 
o infusión intravenosa, intraarterial, subcutánea, intraperitoneal o intramuscular; o intracraneal, por ejemplo, 
administración intratecal o intraventricular. Oligonucleótidos con al menos una modificación 2’-O-metoxietilo se cree 50 
que son útiles particularmente para administración oral. 

Composiciones y formulaciones farmacéuticas para administración tópica pueden incluir parches transdérmicos, 
ungüentos, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, aspersiones, líquidos y polvos. Vehículos farmacéuticos 
convencionales, acuosos, en polvo o bases oleosas, espesantes y similares pueden ser necesarios o deseables. 
Condones recubiertos, guantes y similares también pueden ser útiles. Formulaciones tópicas preferidas incluyen 55 
aquellas en las cuales los oligonucleótidos de la invención y en mezcla con un agente de administración tópico tales 
como lípidos, liposomas, ácidos grasos, ésteres de ácidos grasos, esteroides, agentes quelantes y surfactantes. 
Lípidos y liposomas preferidos incluyen neutros (por ejemplo dioleilfosfatidilo DOPE etanolamina, dimiristoilfosfatidilo 
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colina DMPC, diestearoilfosfatidilo colina), negativos, (por ejemplo dimiristoilfosfatidilo glicerol DMPG) y catiónicos 
(por ejemplo, dioleiltetrametilaminopropilo DOTAP y dioleoilfosfatidilo etanolamina (DOTMA). Los oligonucleótidos de 
la invención pueden ser encapsulados con liposomas o pueden formar complejos con los mismos, en particular con 
liposomas catiónicos. Alternativamente, los oligonucleótidos pueden ser complejados en lípidos, en particular con 
lípidos catiónicos. Ácidos grasos y ésteres preferidos incluyen pero no se limitan a ácido araquidónico, ácido oleico, 5 
ácido eicosanoico, ácido láurico, ácido caprílico, ácido cáprico, ácido mirístico, ácido palmítico, ácido esteárico, ácido 
linoleico, ácido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleína, dilaurina, glicerilo 1-monocaprato, 1-dodecilo 
aciloeptano-2-ona, una acilcarnitina, una acilcolina del éster de alquilo C1-C10 (por ejemplo isopropilmiristato  IPM), 
monoglicéridos, diglicéridos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. 

En algunas realizaciones, un oligonucleótido puede ser administrado a un sujeto a través de una ruta oral de 10 
administración. Los sujetos de la presente invención comprenden animales. Un animal sujeto puede ser un 
mamífero, tal como un ratón, una rata, un perro, una cobaya, un mono, un humano, un primate no humano, un gato 
o un perro. Primates no humanos incluyen monos y chimpancés. Un animal sujeto adecuado puede ser un animal 
experimental, tal como un ratón, una rata, un perro, un primate no humano, un gato o un cerdo.  

En algunas realizaciones el sujeto puede ser un humano. En ciertas realizaciones, el sujeto puede ser un paciente 15 
humano tal como se discute en más detalle aquí. En ciertas realizaciones, puede ser necesario modular la expresión 
de uno o más genes del paciente humano. En algunas realizaciones particulares, puede ser necesario inhibir la 
expresión de uno o más genes de paciente humano. En realizaciones particulares, puede ser necesario modular, 
esto es, inhibir o potenciar, la STAT3 con el fin de obtener resultados terapéuticos discutidos aquí. 

En algunas realizaciones, formulaciones no parenterales (por ejemplo orales) de oligonucleótidos de acuerdo con la 20 
presente invención dan como resultado una biodisponibilidad potenciada del oligonucleótido. En este contexto, el 
término “biodisponibilidad” se refiere a una medición de aquella porción de un fármaco administrado que alcanza el 
sistema circulatorio (por ejemplo sangre, especialmente plasma sanguíneo) cuando se usa un modo particular de 
administración para suministrar el fármaco. La biodisponibilidad potenciada se refiere a un modo particular de 
habilidad de administración para suministrar oligonucleótido al plasma sanguíneo periférico de un sujeto con 25 
respecto a otro modo de administración. Por ejemplo, cuando se usa un modo no parenteral de administración (por 
ejemplo un modo oral) para introducir el fármaco en un sujeto, la biodisponibilidad para ese modo de administración 
puede ser comparada con un modo diferente de administración, por ejemplo, un modo IV de administración. En 
algunas realizaciones, el área bajo una curva de concentración del compuesto en plasma sanguíneo (AUC0) 
después de una administración no parenteral puede ser dividida por el área bajo la curva de concentración del 30 
fármaco en plasma sanguíneo después de la administración intravenosa (i.v.) (AUCIV) para proveer un cociente 
adimensional (biodisponibilidad relativa, RB) que representa la fracción de compuesto absorbida a través de la ruta 
no parenteral en comparación con la ruta IV. Se dice que la biodisponibilidad de una composición es potenciada en 
comparación con otra biodisponibilidad de la composición cuando la primera biodisponibilidad relativa de la 
composición (RB1) es mayor que la segunda biodisponibilidad relativa de la composición (RB2).  35 

En general, la biodisponibilidad se correlaciona con la eficacia terapéutica cuando la eficacia terapéutica de un 
compuesto está relacionada con la concentración en sangre alcanzada, incluso si el sitio final de acción del fármaco 
es intracelular (van Berge-Henegowen et al., Gastroenterol., 1977, 73,300). Se han usado estudios de 
biodisponibilidad para determinar el grado de absorción intestinal de un fármaco midiendo el cambio en los niveles 
en sangre periférica del fármaco después de una dosis oral (DiSanto, Chapter 76 In: Remington’s Pharmaceutical 40 
Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990, páginas 1451-1458).   

En general, la biodisponibilidad de una composición oral (que comprende un oligonucleótido) se dice que está 
“potenciada” cuando su biodisponibilidad relativa es mayor que la biodisponibilidad de una composición que consiste 
sustancialmente de oligonucleótido puro, esto es, oligonucleótido en la ausencia de un potenciador de la 
penetración. 45 

La biodisponibilidad en órganos se refiere a la concentración del compuesto en un órgano. La biodisponibilidad en 
órganos puede medirse en sujetos de prueba por un cierto número de medios, tales, como radiografía de cuerpo 
completo. La biodisponibilidad en órganos puede ser modificada, por ejemplo, potenciada, por una o más 
modificaciones al oligonucleótido, mediante el uso de uno o más compuestos portadores o excipientes, etc., tal como 
se discute en más detalle aquí. En general, un incremento en la biodisponibilidad dará como resultado un incremento 50 
en la biodisponibilidad en los órganos. 

Las composiciones de oligonucleótidos orales de acuerdo con la presente invención pueden comprender uno o más 
“potenciadores de la penetración por mucosas”, también conocidos como “potenciadores de la absorción” o 
simplemente como “potenciadores de la penetración”. De acuerdo con lo anterior, algunas realizaciones de la 
invención comprenden al menos un oligonucleótido en combinación con al menos un potenciador de la penetración. 55 
En general, un potenciador de la penetración es una sustancia que facilita el trasporte de un fármaco a través de las 
membranas mucosas asociadas con el modo deseado de administración, por ejemplo, en membranas epiteliales 
intestinales. De acuerdo con lo anterior es deseable seleccionar uno o más potenciadores de la penetración que 
faciliten el consumo de un oligonucleótido, sin interferir con la actividad del oligonucleótido, y de tal forma el 
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oligonucleótido puede ser introducido en el cuerpo de un animal sin un grado inaceptable de efectos colaterales tales 
como toxicidad, irritación o respuesta alérgica.  

Realizaciones de la presente invención proveen composiciones que comprenden uno o más potenciadores de la 
penetración farmacéuticamente aceptables, y métodos para utilizar tales composiciones, lo cual da como resultado 
la biodisponibilidad mejorada de oligonucleótidos administrados a través de modos no parenterales de 5 
administración. Hasta ahora, se han usado cierto potenciadores de la penetración para mejorar la biodisponibilidad 
de ciertos fármacos. Véase Muranishi, Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1 y Lee et al., Crit. Rev. Ther. 
Drug Carrier Systems, 1991, 8, 91. Se ha encontrado que el consumo y suministro de oligonucleótidos puede 
mejorarse notablemente cuando se administran por medios no parenterales a través del uso de un cierto número de 
diferentes clases de potenciadores de la penetración. 10 

En algunas realizaciones, las composiciones para administración no parenteral incluyen una o más modificaciones 
para oligonucleótidos de origen natural (esto es, desoxirribosilfosfodiéster completo o ribosilfosfodiéster-completo 
oligonucleótidos). Tales modificaciones pueden incrementar la afinidad de enlazamiento, la estabilidad a la nucleasa, 
la permeabilidad de las células o tejidos, la distribución en tejidos u otras propiedades biológicas o farmacocinéticas. 
Pueden hacerse modificaciones a la base, al enlazante, o al azúcar, en general, tal como se discute en más detalle 15 
aquí con respecto a la química de oligonucleótidos. En algunas realizaciones de la invención, las composiciones 
para administración a un sujeto, y en particular las composiciones orales para administración a un sujeto animal 
(humano o no humano), comprenderán oligonucleótidos modificados que tienen una o más modificaciones para 
potenciar la afinidad, estabilidad, distribución en tejido u otra propiedad biológica. 

Enlazantes modificados adecuados incluyen enlazantes de fosforotioato. En algunas realizaciones de acuerdo con la 20 
invención, el oligonucleótido tiene al menos un enlazante fosforotioato. Los enlazantes de fosforotioato proveen 
estabilidad a la nucleasa así como características de enlazamiento de la proteína del plasma al oligonucleótido. La 
estabilidad a la nucleasa es útil para incrementar el tiempo de vida in vivo de los oligonucleótidos, mientras que el 

enlazamiento a la proteína del plasma disminuye la rata de primer despeje de paso del oligonucleótido a través de la 
excreción renal. En algunas realizaciones de acuerdo con la presente invención, el oligonucleótido tiene al menos 25 
dos enlazantes de fosforotioato. En algunas realizaciones, cuando el oligonucleótido tiene exactamente n 
nucleósidos, el oligonucleótido tiene de 1 a n-1 enlaces fosforotioato. En algunas realizaciones, cuando el 
oligonucleótido tiene exactamente n nucleósidos, el oligonucleótido tiene n-1 enlaces fosforotioato. En otras 
realizaciones en donde el oligonucleótido tiene exactamente n nucleósidos, y n es par, el oligonucleótido tiene de 1 a 
n/2 enlaces fosforotioato, o, cuando n es impar, de 1 a (n-1)/2 enlaces fosforotioato. En algunas realizaciones, el 30 
oligonucleótido tiene enlaces fosfodiéster (PO) y fosforotioato (PS) alternantes. En otras realizaciones, el 
oligonucleótido tiene al menos un estiramiento de dos o más enlaces PO consecutivos y al menos un estiramiento 
de dos o más enlaces PS. En otras realizaciones, el oligonucleótido tiene al menos dos estiramientos de enlaces PO 
interrumpidos por al menos un enlace PS. 

En algunas realizaciones, al menos uno de los nucleósidos es modificado sobre la unidad de azúcar ribosilo 35 
mediante una modificación que imparte estabilidad ante la nucleasa, afinidad de enlazamiento o alguna otra 
propiedad biológica beneficiosa para el azúcar. En algunos casos, la modificación del azúcar incluye una 
modificación 2’, por ejemplo, el 2’-OH del azúcar ribosilo es reemplazado o sustituido. Reemplazos adecuados para 
2’-OH incluyen 2’-F y 2’-arabino-F. Sustituciones adecuadas para OH incluyen 2’-O-alquilo, por ejemplo 2-O-metilo, y 
2’-O-alquilo sustituido, por ejemplo 2’-O-metoxietilo, 2’-NH2, 2’-O- aminopropilo, etc. En algunas realizaciones, el 40 
oligonucleótido contiene al menos una modificación 2’. En algunas realizaciones, el oligonucleótido contiene al 
menos dos modificaciones 2’. En algunas realizaciones, el oligonucleótido tiene al menos una modificación 2’ en 
cada uno de los terminales (esto es, los nucleósidos en el terminal 3’ y 5’ tienen cada uno la misma o diferente 
modificación 2’). En algunas realizaciones, el oligonucleótido tiene al menos dos modificaciones 2’ secuenciales en 
cada extremo del oligonucleótido. En algunas realizaciones, los oligonucleótidos comprenden adicionalmente al 45 
menos un desoxinucleósido. En realizaciones particulares, los oligonucleótidos comprenden un estiramiento de 
desoxinucleósidos de tal forma que el estiramiento es capaz de reactivar la RNasa (por ejemplo RNasa H) por 
escisión de una RNA al cual el oligonucleótido es capaz de hibridar. En algunas realizaciones, un estiramiento de 
desoxinucleótido es capaz de activar la escisión de RNA mediada por RNasa comprende aproximadamente 6 hasta 
aproximadamente 16, por ejemplo de aproximadamente 8 hasta aproximadamente 16 desoxinucleósidos 50 
consecutivos. En realizaciones adicionales, los oligonucleótidos son capaces de disparar la escisión por enzimas 
seARNds las cuales actúan sobre los híbridos ARN:ARN. 

Las composiciones de oligonucleótidos de la presente invención pueden ser formuladas en diversas formas de 
dosificación tales como, pero no limitándose a, tabletas, cápsulas, jarabes líquidos, geles blandos, supositorios y 
enemas. El término “administración alimentaria” abarca, por ejemplo, administración oral, rectal, endoscópica y 55 
sublingual/bucal. Un requerimiento común para estos modos de administración es la absorción a lo largo de una 
porción o en todo el tracto alimenticio y una necesidad para una penetración eficiente por las mucosas de los 
oligonucleótidos o imitadores de los mismos así administrados.  

La administración de un fármaco a través de la mucosa oral, como en el caso de la administración bucal sublingual, 
tiene varias características deseables, incluyendo como en muchos casos, una elevación más rápida en la 60 
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concentración en plasma del fármaco (Harvey, Chapter 35 In: Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Ed., 
Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990, page 711).  

Puede utilizarse endoscopia para administrar un fármaco directamente en una porción interior del tracto alimenticio. 
Por ejemplo, la cistopancreatografía retrógrada endoscópica (ERCP) aprovecha la gastroscopia extendida y permite 
un acceso selectivo al tracto biliar y al ducto pancreático (Hirahata et al., Gan To Kagaku Ryoho, 1992, 19(10 5 
Suppl.), 1591). Las composiciones farmacéuticas, incluyendo formulaciones liposómicas, pueden ser administradas 
directamente en porciones del canal alimenticio, tal como, por ejemplo, el duodeno (Somogyi et al., Pharm. Res., 
1995, 12, 149) o la submucosa gástrica (Akamo et al., Japanese J. Cancer Res., 1994, 85, 652) a través de medios 
endoscópicos. Los dispositivos de lavado gástrico (Inoue et al., Artif. Organs, 1997, 21, 28) y los dispositivos de 
alimentación endoscópica percutánea (Pennington et al., Ailment Pharmacol. Ther., 1995, 9, 471) también pueden 10 
ser utilizados para una administración alimentaria directa de composiciones farmacéuticas. 

En algunas realizaciones, pueden administrarse formulaciones de oligonucleótidos a través del ano en el recto o en 
el intestino inferior. Los supositorios rectales, enemas de retención o catéteres rectales pueden ser utilizados para 
este propósito y pueden ser preferidos cuando el cubrimiento del paciente puede de alguna otra manera ser difícil de 
alcanzar (por ejemplo, en aplicaciones pediátricas y geriátricas, o cuando el paciente está vomitando o inconsciente.  15 
La administración rectal puede dar como resultado niveles más rápidos y más altos en sangre que la ruta oral  
(Harvey, Chapter 35 In: Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., 
Easton, PA, 1990, page 711). Puesto que aproximadamente el 50% del fármaco es absorbido a través del recto 
probablemente evitará el hígado, la administración por esta ruta reduce significativamente el potencial del 
metabolismo de primer paso (Benet et al., Chapter 1 In: Goodman & Gilman’s The Pharmacological Basis of 20 
Therapeutics, 9th Ed., Hardman et al., eds., McGraw-Hill, New York, NY, 1996).  

Otros excipientes que pueden ser agregados a las composiciones de oligonucleótidos orales incluyen surfactantes (o 
“agentes con actividad superficial”). Estas son entidades químicas las cuales, cuando se disuelven en una solución 
acuosa, reducen la tensión superficial sobre la solución o la tensión interfases entre la solución acuosa y otro líquido, 
con el resultado de que la absorción de los oligonucleótidos a través de la mucosa alimentaria y otras membranas 25 
epiteliales es potenciada. Además de las sales biliares y  ácidos grasos, los surfactantes incluyen, por ejemplo, 
laurilo sulfato de sodio, polioxietilen-9-laurilo éter y polioxietilen-20-cetilo éter (Lee et al., Critical Reviews in 
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92); y emulsiones perfluorohémicas, tales como FC-43 (Takahashi et 
al., J. Pharm. Phamacol., 1988, 40, 252).  

Los ácidos grasos y sus derivados que actúan como potenciadores de la penetración y pueden ser utilizados en 30 
composiciones de la presente invención incluyen, por ejemplo, ácido oleico, ácido laúrico, ácido cáprico (ácido n-
decanoico), ácido mirístico, acido palmítico, ácido  esteárico, ácido linoleico, ácido linolénico, dicaprato, tricaprato, 
monoolein (1-monooleoil-rac-glicerol), dilaurina, ácido caprílico, ácido araquidónico, 1-monocaprato de glicerilo, 1-
dodecilasacicloheptan-2-ona, acilcarnitinas, acilcolinas y mono y di-glicéridos de los mismo y/o sales 
fisiológicamente aceptables de los mismos (esto es, oleato, laurato, caprato, miristato, palmitato, estearato, linoleato, 35 
etc.) (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92; Muranishi, Critical Reviews in 
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1; El-Hariri et al., J. Pharm. Pharmacol., 1992, 44, 651).  

En algunas realizaciones, las composiciones de oligonucleótidos para administración oral comprenden al menos dos 
fases discretas, fases que pueden comprender partículas, cápsulas, cápsulas de gel, microesferas, etc. Cada fase 
puede contener uno o más oligonucleótidos, potenciadores de la penetración, surfactantes, bioadhesivos, agentes 40 
efervescentes, u otros adyuvantes, excipientes o diluyentes. En algunas realizaciones, una fase comprende al 
menos un oligonucleótido y al menos un potenciador de la penetración. En algunas realizaciones, una primera fase 
comprende al menos un oligonucleótido y al menos un potenciador de la penetración, mientras que una segunda 
fase comprende al menos un potenciador de la penetración. En algunas realizaciones, una primera fase comprende 
al menos un oligonucleótido y al menos un potenciador de la penetración mientras que una segunda fase comprende 45 
al menos un potenciador de la penetración y sustancialmente ningún oligonucleótido. En algunas realizaciones, al 
menos una fase está compuesta con al menos un retardante de la degradación tal como un recubrimiento o una 
matriz, el cual retrasa la liberación del contenido de esa fase. En algunas realizaciones, al menos una fase, en 
algunas realizaciones, una primera fase comprende al menos un oligonucleótido, al menos un potenciador de la 
penetración, mientras que una segunda fase comprende al menos un potenciador de la penetración y un retardante 50 
de la liberación. En realizaciones particulares, una composición de oligonucleótido oral comprende una primera fase 
que comprende partículas que contienen un oligonucleótido y un potenciador de la penetración, y una segunda fase 
que comprende partículas recubiertas con un agente retardador de la liberación y que contiene un potenciador de la 
penetración.  

Una variedad de sales biliares también funciona como potenciador de la penetración para facilitar el consumo y 55 
biodisponibilidad de fármacos. Los papeles fisiológicos de la bilis incluyen la facilitación de la dispersión y absorción 
de lípidos y vitaminas solubles en grasas (Brunton, Chapter 38 In: Goodman & Gilman’s The Pharmacological Basis 
of Therapeutics, 9th Ed., Hardman et al., eds., McGraw-Hill, New York, NY, 1996, páginas 934-935). Diversas sales 
biliares naturales, y sus derivados sintéticos, actúan como potenciadores de la penetración. Así, el término “sal biliar” 
incluye cualquiera de los componentes de origen natural de la bilis así como de cualquiera de sus derivados 60 
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sintéticos. Las sales biliares de la invención incluyen, por ejemplo, ácido cólico (o su sal de sodio farmacéuticamente 
aceptable, colato de sodio), ácido deshidrocólico (deshidrocolato de sodio), ácido desoxicólico (desoxicolato de 
sodio), ácido glucólico (glucolato de sodio), ácido glicólico (glicolato de sodio), ácido glicodesoxicólico 
(glicodesoxicolato de sodio), ácido taurocólico (taurocolato de sodio), ácido taurodesoxicólico (taurodesoxicolato de 
sodio), ácido quenodesoxicólico (CDCA, quenodesoxicolato de sodio), ácido ursodexosicólico (UDCA), tauro -24,25-5 
dihidro-fusidato de sodio (STDHF), glicodihidrofusidato de sodio y polioxietilen-9-laurilo éter (POE) (Lee et al., Critical 
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92; Swinyard, Chapter 39 In: Remington’s Pharmaceutical 
Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990, páginas 782-783; Muranishi, Critical 
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1; Yamamoto et al., J. Pharm. Exp. Ther., 1992, 263, 25; 
Yamashita et al., J. Pharm. Sci., 1990, 79, 579). 10 

En algunas realizaciones, los potenciadores de penetración de la presente invención son mezclas de compuestos 
potenciadores de la penetración. Una tal mezcla de penetración es UDCA (y/o CDCA) con ácidos cáprico y/o laúrico 
o sales de los mismos, por ejemplo de sodio. Tales mezclas son útiles para potenciar la administración de 
sustancias biológicamente activas a través de membranas mucosas. En particular de la mucosa intestinal. Otras 
mezclas potenciadoras de la penetración comprenden aproximadamente 5 - 95% de ácidos biliares o sales UDCA 15 
y/o CDCA con 5 - 95% de ácido cáprico y/o laúrico. Los potenciadores particulares de la penetración son mezclas de 
las sales de sodio de UDCA, ácido cáprico y ácido láurico en una relación de aproximadamente 1:2:2 
respectivamente. Otro tal potenciador de la penetración es una mezcla de ácido cáprico y láurico (o sales de los 
mismos) en una relación 0.01:1 a 1:0.01 (en base molar). En realizaciones particulares el ácido cáprico y el ácido 
láurico están presentes en relaciones molares de por ejemplo aproximadamente 0.1:1 a aproximadamente 1:0.1, en 20 
particular de aproximadamente 0.5:1 a aproximadamente 1:0.5.  

Otros excipientes incluyen agentes quelantes, esto es compuestos que remueven los iones metálicos de la solución 
formando complejos con los mismos, con el resultado de que la absorción de los oligonucleótidos a través de la 
mucosa alimentaria y otras es potenciada. Con respecto a su uso como potenciadores de la penetración en 
composiciones que contienen oligonucleótidos similares a ADN en la presente invención, los agentes quelantes 25 
tienen la ventaja agregada de servir también como inhibidores de la ADNasa, puesto que las nucleasas de ADN más 
caracterizadas requieren un ión metálico divalente para la catálisis y son por lo tanto inhibidas por agentes quelantes 
(Jarrett, J. Chromatogr., 1993, 618, 315). Los agentes quelantes de la invención incluyen, pero no se limitan a, etilen 
diamino tetraacetato de bisodio (EDTA), ácido cítrico, salicilatos (por ejemplo, salicilato de sodio, 5-metoxisalicilato y 
homovanilato), derivados N-acilo de colágeno, derivados lauret-9 y N-amino acilo de beta-dicetonas (enaminas) (Lee 30 
et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92; Muranishi, Critical Reviews in 
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1; Buur et al., J. Control Rel. , 1990, 14, 43).  

Tal como se utilizan aquí, los potenciadores de la penetración no quelantes no surfactantes pueden ser definidos 
como compuestos que demuestran una actividad insignificante como agentes quelantes o como surfactantes pero 
que no obstante potencian la absorción de oligonucleótidos a través de las membranas mucosas alimentarias y otras 35 
(Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1). Esta clase de potenciadores de la 
penetración incluye, pero no se limita a, ureas cíclicas saturadas, derivados 1-alquilo  y 1-alquenilazaciclo-alcanona 
(Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, página 92); y agentes antiinflamatorios  no 
esteroidales como diclofenaco sodio, indometacina y fenilbutazona (Yamashita et al., J. Pharm. Pharmacol., 1987, 
39, 621). 40 

Los agentes que potencian el consumo de oligonucleótidos a nivel celular también pueden ser agregados a las 
composiciones farmacéuticas, terapéuticas y otras de la presente invención. Por ejemplo, pueden ser usados lípidos 
catiónicos, tales como LIPOFECTIN™ (Junichi et al, Patente de los Estados Unidos No. 5,705,188), derivados 
catiónicos de glicerol y moléculas policatiónicas, tales como polilisina (Lollo et al., solicitud PCT WO 97/30731). 

  Un “vehículo farmacéutico” o “excipiente” puede ser un solvente, agente de suspensión o cualquier otro vehículo 45 
farmacológicamente inerte farmacéuticamente aceptable para la administración de uno o más ácidos nucleicos a un 
animal. El excipiente puede ser líquido o sólido y se selecciona, con la forma planeada de administración en mente, 
de tal manera que provea el volumen, consistencia, etc., deseados, cuando se combina con un oligonucleótido y los 
otros componentes de una composición farmacéutica. Vehículos farmacéuticos típicos incluyen, pero no se limitan, 
agentes enlazantes (por ejemplo, almidón de maíz pregelatinizado, polivinilo pirrolidona o hidroxipropilo 50 
metilcelulosa, etc.); agentes de relleno (por ejemplo, lactosa y otros azúcares, celulosa microcristalina, pectina, 
gelatina, sulfato de calcio, etilo celulosa, poliacrilatos o hidrógeno fosfato de calcio, etc.); lubricantes (por ejemplo 
estearato de magnesio, talco, sílica, dióxido de silicio coloidal, ácido esteárico, estearatos metálicos, aceites 
vegetales hidrogenados, almidón de maíz, polietilen glicoles, benzoato de sodio, acetato de sodio, etc.); 
desintegrantes (por ejemplo almidón, glicolato de almidón de sodio, EXPLOTAB); y agentes humidificantes (por 55 
ejemplo, laurilo sulfato de sodio, etc.). 

Las composiciones de oligonucleótidos orales pueden contener adicionalmente otros componentes adjuntos 
encontrados convencionalmente en las composiciones farmacéuticas, en sus niveles de uso establecidos por el arte. 
Así, por ejemplo, las composiciones pueden contener materiales adicionales, compatibles, farmacéuticamente 
activos tales como, por ejemplo, antipruríticos, astringentes, anestésicos locales o agentes antiinflamatorios, o 60 
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pueden contener materiales adicionales útiles en la formulación física de diversas formas de dosificación de la 
composición de la presente invención, tales como colorantes, agentes saborizantes, conservantes, antioxidantes, o 
pacificantes, agentes espesantes y estabilizadores. Sin embargo, tales materiales, cuando se agregan no deberían 
interferir de manera indebida con las actividades biológicas de los componentes de las composiciones de la presente 
invención. 5 

Las composiciones o formulaciones para administración parenteral, intratecal o intraventricular pueden incluir 
soluciones acuosas estériles que pueden contener también reguladores, diluyentes y otros aditivos adecuados tales 
como, pero no limitándose a, potenciadores de la penetración, compuestos portadores y otros portadores o 
excipientes farmacéuticamente aceptables. 

Las composiciones farmacéuticas de la presente invención incluyen, pero no se limitan a, soluciones, emulsiones y 10 
formulaciones que contienen liposomas. Estas composiciones pueden ser generadas a partir de una variedad de 
componentes que incluyen, pero no se limitan a, líquidos preformados, sólidos autoemulsificantes y semisólidos 
autoemulsificantes. 

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invención, las cuales pueden ser presentadas convenientemente en 
formas de dosificación unitarias, pueden ser preparadas de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas en 15 
la industria farmacéutica. Tales técnicas incluyen la etapa de asociar los ingredientes activos con los vehículos o 
excipientes farmacéuticos. En general las formulaciones son preparadas asociando uniforme e íntimamente los 
ingredientes activos con vehículos líquidos o vehículos sólidos finamente divididos o ambos, y luego, si es necesario 
configurar el producto. 

Las composiciones de la presente invención pueden ser formuladas en cualquiera de muchas formas de dosificación 20 
posibles tales como, pero no limitándose a, tabletas, cápsulas, cápsulas de gel, jarabes líquidos, geles blandos, 
supositorios y enemas. Las composiciones de la presente invención también pueden ser formuladas como 
suspensiones en medios acuosos, no acuosos o mixtos. Las suspensiones acuosas pueden contener 
adicionalmente sustancias que incrementan la viscosidad de la suspensión incluyendo, por ejemplo, 
carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. La suspensión también puede contener estabilizantes. 25 

En una realización de la presente invención, las composiciones farmacéuticas pueden ser formuladas y usadas 
como espumas. Las espumas farmacéuticas incluyen formulaciones tales como, pero no limitándose a, emulsiones, 
microemulsiones, cremas, gelatinas y liposomas. Mientras que son básicamente similares en naturaleza estas 
formulaciones varían en los componentes y en la consistencia del producto final. La preparación de tales 
composiciones y formulaciones es en general conocida para los experimentados en las artes farmacéuticas y de 30 
formulación y puede ser aplicada a la formulación de las composiciones de la presente invención. 

Emulsiones  

Las composiciones de la presente invención pueden ser preparadas y formuladas como emulsiones. Las emulsiones 
son sistemas típicamente heterogéneos de un líquido dispersado en otro en la forma de gotitas que se exceden 
usualmente 0.1 µm de diámetro (Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, 35 
Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199; Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger 
y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Volume 1, p. 245; Block in Pharmaceutical Dosage 
Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 2, p. 335; Higuchi et 
al., in Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1985, p. 301). Las emulsiones son 
frecuentemente sistemas bifásicos que comprenden dos fases líquidas invisibles mezcladas íntimamente y 40 
dispersadas una con otra. En general, las emulsiones pueden ser de la variedad agua en aceite (w/o) o de aceite en 
agua (o/w). Cuando una fase acuosa es dividida finamente en y dispersada como gotitas diminutas en una fase 
oleosa voluminosa la composición resultante se denomina una emulsión de agua en aceite (w/o). Alternativamente, 
cuando una fase oleosa es dividida finamente en y dispersada como gotitas diminutas en una fase acuosa 
voluminosa la composición resultante es llamada una emulsión de aceite en agua (o/w). Las emulsiones pueden 45 
contener componentes adicionales además de las fases dispersas y el fármaco activo el cual puede estar presente 
como una solución bien sea en la fase acuosa en la fase oleosa o por sí mismo en una fase separada. Los 
excipientes farmacéuticos tales como emulsificadores, estabilizantes, colorantes y antioxidantes también pueden 
estar presentes en emulsiones según sea necesario. Las emulsiones farmacéuticas también pueden ser emulsiones 
múltiples que están compuestas de más de dos fases tales como, por ejemplo, en el caso de las emulsiones aceite 50 
en agua en aceite (o/w/o) y agua en aceite en agua (w/o/w). Tales formulaciones complejas proveen frecuentemente 
ciertas ventajas que las emulsiones binarias simples no proveen. Emulsiones múltiples en las cuales gotitas oleosas 
individuales de una emulsión o/w encierran pequeñas gotitas de agua constituyen una emulsión w/o/w. De la misma 
forma un sistema de gotitas oleosas encerradas en glóbulos de agua estabilizadas en una fase oleosa continua 
proveen una emulsión o/w/o.  55 

Frecuentemente, la fase dispersa o discontinua de la emulsión está bien dispersa en la fase externa o continua y se 
mantiene en esta forma a través del medio de emulsificantes o de la viscosidad de la formulación. Cualquiera de las 
fases de la emulsión pueden ser un semisólido o un sólido, como es en el caso de ungüentos bases y cremas de 
tipo emulsión. Otros medios de estabilizar emulsiones conlleva el uso de emulsificantes que pueden ser 
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incorporados en cualquier fase de la emulsión. Los emulsificantes pueden ser clasificados ampliamente en cuatro 
categorías: surfactantes sintéticos, emulsificantes de origen natural, bases de absorción y sólidos finamente 
dispersados (Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, 
Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199).  

Los surfactantes sintéticos, también conocidos como agentes activos de superficie, han encontrado amplia 5 
aplicabilidad en la formulación de emulsiones y han sido revisados en la literatura (Rieger, in Pharmaceutical Dosage 
Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 285; Idson, in 
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, 
volume 1, p. 199). Los surfactantes son típicamente anfifílicos y comprenden una porción hidrofílica y una hidrófoba. 
La relación de la naturaleza hidrofílica a la hidrófoba del surfactante ha sido denominada el balance hidrófilo/lipófilo 10 
(HLB) y es una herramienta valiosa en la categorización y selección de surfactantes en la preparación de 
formulaciones. Los surfactantes pueden ser clasificados en clases diferentes con base en la naturaleza del grupo 
hidrofílico: no iónicos, aniónicos, catiónicos y anfotéricos (Rieger, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, 
Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 285).  

Los emulsificantes de origen natural que se utilizan en formulaciones en emulsión incluyen lanolina, cera de abejas, 15 
fosfátidos, lecitina y acacia. Las bases de absorción poseen propiedades hidrofílicas de tal forma que pueden 
absorber agua para formar emulsiones w/o a la vez que detienen sus consistencias semisólidas, tales como lanolina 
anhidra y petrolato hidrofílico. Se han usado también sólidos finamente divididos como buenos emulsificadores 
especialmente en combinación con surfactantes y en preparaciones viscosas. Estos incluyen sólidos inorgánicos 
polares, tales como hidróxidos de metales pesados, arcillas no hinchables tales como bentonita, atapulgita, ectolita, 20 
caolín, montmorillonita, silicato de aluminio coloidal y silicato de magnesio y aluminio coloidal, pigmentos y sólidos 
no polares tales como carbono o triestearato de glicerilo.  

Una gran variedad de materiales no emulsificantes está también incluida en las formulaciones de emulsiones y 
contribuyen a las propiedades de las emulsiones. Incluyen grasas, aceites, ceras, ácidos grasos, alcoholes grasos, 
ésteres grasos, humectantes, coloides hidrofílicos, conservantes y antioxidantes (Block, in Pharmaceutical Dosage 25 
Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 335; Idson, in 
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 
volume 1, p. 199).  

Coloides o hidrocoloides hidrofílicos incluyen gomas de origen natural y polímeros sintéticos tales como 
polisacáridos (por ejemplo, acacia, agar, ácido algínico, carragenano, goma guar, goma de karaya y tragacanto), 30 
derivados de la celulosa (por ejemplo, carboximetilcelulosa y carboxipropilcelulosa), y polímeros sintéticos (por 
ejemplo, carbómeros, éteres de celulosa y polímeros de carboxivinilo). Estos se dispersan o hinchan en el agua para 
formar soluciones coloidales que estabilizan las emulsiones formando películas interfases fuertes alrededor de las 
gotitas de fase dispersa e incrementando la viscosidad de la fase externa. 

Puesto que las emulsiones contienen frecuentemente un cierto número de ingredientes tales como carbohidratos, 35 
proteínas, esteroles y fosfátidos que pueden soportar fácilmente el crecimiento de microbios, estas formulaciones 
incorporan frecuentemente conservantes. Conservantes comúnmente usados incluidos en las formulaciones en 
emulsión incluyen metilparabeno, propilparabeno, sales de amonio cuaternario, cloruro de benzalconio, ésteres de 
ácido p-hidroxibenzoico y ácido bórico. También se agregan con un antioxidante a las formulaciones en emulsión 
para evitar el deterioro de la formulación. Los antioxidantes usados pueden ser consumidores de radicales libres 40 
tales como tocoferoles, galatos de alquilo, hidroxianisol butilado, hidroxi tolueno butilado, o agentes reductores tales 
como ácido ascórbico y metabisulfito de sodio y sinergistas antioxidantes tales como ácido cítrico, ácido tartárico y 
lecitina.  

La aplicación de formulaciones en emulsión a través de rutas dermatológicas orales y parenterales y métodos para 
su manufactura han sido revisadas en la literatura (Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y 45 
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). Las formulaciones en emulsión para 
administración oral han sido utilizadas ampliamente por razones de facilidad de formulación, eficacia desde el punto 
de vista de absorción y biodisponibilidad (Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker 
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, 
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). Laxantes en base 50 
de aceite mineral, vitaminas solubles en aceite y preparaciones nutritivas altas en grasas están dentro de los 
materiales que han sido administrados comúnmente por vía oral como emulsiones o/w.  

En una realización de la presente invención, la composición de oligonucleótidos se formula como microemulsiones. 
Una microemulsión puede ser definida como un sistema de agua, aceite y un anfifílico el cual es una solución líquida 
ópticamente isotrópica y termodinámicamente estable (Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger 55 
y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245). Típicamente las microemulsiones son 
sistemas que son preparados primero por dispersión de un aceite en una solución acuosa surfactante y luego la 
adición de una cantidad suficiente de un cuarto componente, y en general un alcohol de longitud de cadena 
intermedia para formar un sistema transparente. Por lo tanto, las microemulsiones también han sido descritas como 
dispersiones termodinámicamente estables, isotrópicamente claras de dos líquidos inmiscibles que son estabilizados 60 
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por películas interfase de moléculas con actividad superficial (Leung and Shah, in: Controlled Release of Drugs: 
Polimers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH Publishers, New York, páginas 185-215). Las 
microemulsiones se preparan comúnmente a través de una combinación de tres a cinco componentes que incluyen 
aceite, agua, surfactante, cosurfactante y electrolito. Si la emulsión es del tipo agua en aceite (w/o) o de aceite en 
agua tipo (o/w) depende de las propiedades del aceite y del surfactante usados y de la estructura y empaque 5 
geométrico de las cabezas polares y de las colas de hidrocarburo de las moléculas surfactantes (Schott, in 
Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1985, p. 271).  

La aproximación fenomenológica que utiliza diagramas de fase ha sido estudiada extensamente y ha producido un 
conocimiento amplio, para una persona experimentada en el arte, de cómo formular microemulsiones (Rosoff, in 
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 10 
volume 1, p. 245; Block, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, 
Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 335). En comparación con las emulsiones convencionales, las microemulsiones 
ofrecen la ventaja de solubilizar fármacos insolubles en agua en una formulación de gotitas termodinámicamente 
estables que se forman espontáneamente.  

Los surfactantes usados en la preparación de microemulsiones incluyen, pero no se limitan a, surfactantes iónicos, 15 
surfactantes no iónicos, Brij 96, éteres de polioxietilen oleilo, ésteres de ácidos grasos de poliglicerol, monolaurato 
de tetraglicerol (ML310), monooleato de tetraglicerol (MO310), monooleato de hexaglicerol (PO310), pentaoleato de 
hexaglicerol (PO500), monocaprato de decaglicerol (MCA750), monooleato de  decaglicerol (MO750), sequioleato 
de decaglicerol (SO750), decaoleato de decaglicerol (DAO750), solos o en combinación con cosurfactantes. El 
cosurfactante, usualmente un alcohol de cadena corta, tal como etanol,  1-propanol  y 1-butanol, sirve para 20 
incrementar la fluidez interfase penetrando en la película del surfactante y consecuentemente creando una película 
desordenada debido al espacio vacío generado entre las moléculas del surfactante. Las microemulsiones sin 
embargo, pueden ser preparadas sin el uso de cosurfactantes y los sistemas libres de alcohol de emulsiones 
autoemulsificantes son conocidos en la técnica. La fase acuosa puede ser típicamente, pero no se limita a, agua, 
una solución acuosa del fármaco, glicerol, PEG300, PEG400, poligliceroles, propilen glicoles, y derivados de etilen 25 
glicol. La fase acuosa puede incluir, pero no se limita a, materiales tales como Captex 300, Captex 355, Capmul 
MCM, ésteres de ácidos grasos, mono, di y triglicéridos de cadena media (C8-C12), ésteres de ácidos grasos de 
glicerilo polioxietilados, alcoholes grasos, glicéridos poliglicolizados, glicéridos C8-C10 poliglicolizados saturados, 
aceites vegetales y aceite de silicona.  

Las microemulsiones son particularmente de interés desde el punto de vista de la solubilización de fármacos y de la 30 
absorción potenciada de los fármacos. Las microemulsiones en base lípidica (tanto o/w como w/o han sido 
propuestas para proteger la biodisponibilidad oral de fármacos, incluyendo péptidos  (Constantinides et al., 
Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385-1390; Ritschel, Meth. Find. Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). Las 
microemulsiones proporcionan ventajas de solubilización mejorada al fármaco, protección del fármaco frente a 
hidrólisis enzimática con posible potenciamiento de la absorción del fármaco debido a alteraciones inducidas por el 35 
surfactante en la fluidez y permeabilidad de las membranas, facilidad de preparación, facilidad de administración oral 
respecto a las formas de dosificación sólida, potencia clínica mejorada, y toxicidad disminuida (Constantinides et al., 
Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385; Ho et al., J. Pharm. Sci., 1996, 85, 138-143). Frecuentemente las 
microemulsiones pueden formarse espontáneamente cuando sus componentes son reunidos a temperatura 
ambiente. Esto puede ser particularmente ventajoso cuando se formulan fármacos termolábiles, péptidos u 40 
oligonucleótidos. Las microemulsiones también han sido efectivas en la administración transdérmica de 
componentes activos tanto en aplicaciones cosméticas como farmacéuticas. Se espera que las composiciones y 
formulaciones en microemulsión de la presente invención faciliten la absorción sistémica incrementada de 
oligonucleótidos desde el tracto gastrointestinal, así como mejore el consumo celular local de oligonucleótidos dentro 
del tracto gastrointestinal, vagina, cavidad oral y otras áreas de administración.  45 

Las microemulsiones de la presente invención también pueden contener componentes y aditivos adicionales  tales 
como monoestearato de sorbitano  (Grill 3), Labrasol, y potenciadores de la penetración para mejorar las 
propiedades de la formulación y para potenciar la absorción de los oligonucleótidos y ácidos nucleicos de la presente 
invención. Los potenciadores de la penetración usados en las  microemulsiones de la presente invención pueden ser 
clasificados como pertenecientes a una de cinco amplias categorías -surfactantes, ácidos grasos, sales biliares, 50 
agentes quelantes y no surfactantes no quelantes (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 
1991, p. 92). Cada una de estas clases ha sido discutida anteriormente. 

Liposomas 

Hay muchas estructuras surfactantes organizadas además de las microemulsiones que han sido estudiadas 
utilizadas en la formulación de fármacos. Incluyen monocapas, micelas, bicapas y vesículas. Las vesículas, tales 55 
como los liposomas, han atraído gran interés por su especificidad y la duración de acción que ofrecen desde el 
punto de vista de la administración de fármacos. Tal como se utiliza en la presente invención, el término “liposoma” 
significa una vesícula compuesta de lípidos anfifílicos dispuestos en una bicapa o bicapas esféricas. 

Los liposomas son vesículas unilamelares u multilamelares que tiene una membrana formada a partir de un material 
lipofílico y un interior acuoso. La porción acuosa contiene la composición que se va a administrar. Los liposomas 60 
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catiónicos poseen la ventaja de ser capaces de fusionarse con la pared celular. Los liposomas no catiónicos, aunque 
no son capaces de fusionarse tan eficientemente con la pared celular, son tomados por macrófagos in vivo. 

Con el fin de cruzar intactas la piel de los mamíferos, las vesículas lípidicas deben pasar a través de una serie de 
poros finos, cada uno con un diámetro menor de 50 nm, bajo la influencia de un gradiente transdérmico adecuado. 
Por lo tanto, es deseable usar un liposoma que sea altamente deformable capaz de pasar a través de tales poros 5 
finos.   

Ventajas adicionales de los liposomas incluyen: los liposomas obtenidos a partir de fosfolípidos naturales son 
biocompatibles y biodegradables; los liposomas pueden incorporar un amplio rango de fármacos solubles en agua y 
lípidos; los liposomas pueden proteger fármacos encapsulados en sus compartimientos internos del metabolismo y 
la degradación (Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, 10 
Inc., New York, N.Y., volumen 1, p. 245). Consideraciones importantes en la preparación de formulaciones de 
liposomas son la carga de la superficie lípidica, el tamaño de la vesícula y el volumen acuoso de los liposomas. 

Los liposomas son útiles para la transferencia y administración de ingredientes activos en el sitio de acción. Debido a 
que la membrana del liposoma es estructuralmente similar a las membranas biológicas, cuando los liposomas son 
aplicados a un tejido, los liposomas comienzan a fusionarse con las membranas celulares. A medida que la fusión 15 
del liposoma y la célula avanzan, el contenido del liposoma es vaciado hacia la célula en donde el agente activo 
puede actuar. 

Las formulaciones de liposomas han sido el foco de investigaciones extensas como modo de administración de 
muchos fármacos. Hay una evidencia creciente de que para administración tópica, los liposomas presentan varias 
ventajas sobre otras formulaciones. Tales ventajas incluyen efectos colaterales reducidos relacionados con una alta 20 
absorción sistémica del fármaco administrado, acumulación incrementada del fármaco administrado en el objetivo 
deseado, y la capacidad de administrar una amplia variedad de fármacos, tanto hidrofílicos como hidrófobos, en la 
piel. 

Varios reportes han detallado la capacidad de los liposomas para administrar agentes incluyendo ADN de alto peso 
molecular en la piel. Compuestos que incluyen analgésicos, anticuerpos, hormona y ADN de alto peso molecular han 25 
sido administrados a la piel. La mayoría de las aplicaciones dieron como resultado el direccionamiento de la 
epidermis superior.  

Los liposomas caen dentro de dos clases amplias y son útiles para la administración de ADN, ARN o cualquier 
constructo basado en ácidos nucleicos. Los liposomas catiónicos son liposomas cargados positivamente que 
interactúan con moléculas de ADN cargadas negativamente para formar un complejo estable. El complejo 30 
ADN/liposoma cargado positivamente se enlaza a la superficie celular cargada negativamente y es internalizado en 
un endosoma. Debido al pH ácido dentro del endosoma, los liposomas son rotos, liberando su contenido en el 
citoplasma de la célula (Wang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-985).  

Los liposomas que son sensibles al pH o cargados negativamente, atrapan el ADN en vez de complejarse con él. 
Puesto que tanto el ADN como el lípido tienen carga similar, ocurre repulsión más bien que la formación de 35 
complejo. No obstante, algo del ADN queda atrapado dentro del interior acuoso de estos liposomas. Los liposomas 
sensibles al pH han sido utilizados para administrar ADN que codifica el gen de timidina quinasa a monocapas 
celulares en cultivo. La expresión del gen exógeno fue detectada en las células objetivo (Zhou et al., Journal of 
Cintrolled Release, 1992, 19, 269-274). 

Un tipo principal de composición liposómica incluye fosfolípidos diferentes a la fosfatidilo colina de origen natural. 40 
Las composiciones de liposomas neutras, por ejemplo, pueden formarse a partir de dimiristoilo fosfatidilo colina 
(DMPC) o dipalmitoilo fosfatidilo colina (DPPC). Las composiciones de liposomas aniónicas generalmente se forman 
a partir de dimiristoilo fosfatidilo glicerol mientras que los liposomas fusogénicos aniónicos se forman primariamente 
a partir de dioleoilo fosfatidilo etalonamida (DOPE). Otro tipo de composición liposómica se forma a partir de 
fosfatidilo colina (PC) tal como, por ejemplo, PC de soja, y PC de huevo. Otro tipo se forma a partir de mezclas de 45 
fosfolípidos y/o fosfatidilo colina y/o colesterol. 

Varios estudios han estudiado la administración tópica de formulaciones de fármacos liposómicas a la piel. La 
aplicación de liposomas que contienen interferón a la piel de cobayas dio como resultado una reducción en lesiones 
por herpes de piel mientras que la administración de interferón a través de otros medios (por ejemplo, como una 
solución o como una emulsión) no fue efectiva (Weiner et al., Journal of Drug Targeting, 1992, 2, 405-410). 50 
Adicionalmente, un estudio adicional probo la eficacia del interferón administrado como parte de una formulación 
liposómica en comparación con la administración de interferón utilizando un sistema acuoso, y concluyo que la 
formulación liposómica era superior a la administración acuosa (du Plessis et al., Antiviral Research, 1992, 18, 259-
265). 

Los sistema liposómicos no iónicos también han sido examinados para determinar su utilidad en la administración de 55 
fármacos a la piel, en particular sistemas que comprenden surfactantes no iónicos y colesterol. Las formulaciones 
liposómicas no iónicas que comprenden Novasome

TM
 I (dilaurato de glicerilo/colesterol/polioxietilen-10-estearilo éter) 
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y Novasome
TM

 II (diestearato de glicerilo/colesterol/polioxietilen-10-estearilo éter) fueron utilizadas para administrar 
ciclosporina-A en la dermis de piel de ratón. Los resultados indicaron que tales sistemas liposómicos no iónicos 
fueron efectivos en facilitar la deposición de la ciclosporina-A en diferentes capas de la piel (Hue et al., S. T. P. 
Pharma. Sci., 1994, 4, 6, 466). 

Los liposomas también incluyen liposomas “estéricamente estabilizados”, un término que, tal como se utiliza aquí, se 5 
refiere a liposomas que comprenden uno o más lípidos especializados que, cuando se incorporan en los liposomas, 
dan como resultado tiempos de vida de circulación potenciados con respecto a liposomas que carecen de tales 
lípidos especializados. Ejemplos de liposomas estéricamente estabilizados son aquellos en los cuales parte de la 
porción líquida que forma la vesícula del liposoma (A) comprende uno o más glicolípidos, tales como 
monosialogangliósido GM1, o (B) es derivado con uno o más polímeros hidrofílicos, tales como una unidad estructural 10 
polietilen glicol (PEG). Mientras que no se desea está limitado por ninguna teoría particular, se cree en la técnica 
que, al menos para liposomas estabilizados estéricamente que contienen gangliósidos, esfingomielina o lípidos 
derivados con PEG, la vida media de circulación potenciada de estos liposomas estabilizados estéricamente se 
deriva de un consumo reducido en las células del sistema retículoendotelial (RES) (Allen et al., FEBS Letters, 1987, 
223, 42; Wu et al., Cancer Research, 1993, 53, 3765).  15 

Diversos liposomas que comprenden uno o más glicolípidos son conocidos en la técnica. Papahadjopoulos et al. 
(Ann. N.Y. Acad. Sci., 1987, 507, 64) reportó la capacidad del monosialogangliósido GM1, sulfato de 
galactocerebrósido y fosfatidilinositol para mejorar la vida media en sangre de liposomas. Estos hallazgos fueron 
aprovechados por Gabizon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci . U. S.A., 1988, 85, 6949). La Patente de los Estados Unidos 
No. 4, 837,028 y WO 88/04924, ambas de Allen et al., divulgan liposomas que comprenden (1) esfingomielina y (2) 20 
el gangliósido GM1 o un éster de sulfato de galactocerebrósido. La Patente de los Estados Unidos No. 5,543,152 
(Webb et al.) divulga liposomas que comprenden esfingomielina. Liposomas que comprenden 1,2-sn-
dimiristoilfosfatidilcolina están divulgados en WO 97/13499 (Lim et al.).  

Muchos liposomas que comprenden lípidos derivados con uno o más polímeros hidrofílicos, y métodos  para 
preparación de los mismos son conocidos en la técnica. Sunamoto et al. (Bull. Chem. Soc. Jpn., 1980, 53, 2778) 25 
describió liposomas que comprenden un detergente no iónico, 2C1215G, que contienen una unidad estructural PEG. 
Illum et al. (FEBS Lett., 1984, 167, 79) anotó que el recubrimiento hidrofílico de partículas de poliestireno con 
glicoles poliméricos da como resultado vidas medias en sangre significativamente potenciadas. Fosfolípidos 
sintéticos modificados por la unión de grupos carboxílicos de polialquilen glicoles  (por ejemplo, PEG) son descritos 
por Sears (Patentes de los Estados Unidos Nos. 4, 426,330 y 4, 534,899). Klibanov et al. (FEBS Lett., 1990, 268, 30 
235) describió experimentos que demuestran que los liposomas que comprenden fosfatidilo etanolamina (PE) 
derivados con PEG o estearato de PEG tienen significativos incrementos en las vidas medias de circulación en 
sangre. Blume et al. (Biochimica et Biophysica Acta, 1990, 1029, 91) extendió tales observaciones a otros 
fosfolípidos derivados con PEG, por ejemplo, DSPE-PEG, formado a partir de la combinación de 
distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) y PEG. Los liposomas que contienen unidades estructurales PEG enlazadas 35 
covalentemente sobre su superficie externa están descritos en la Patente Europea No. EP 0 445 131 B1 y WO 
90/04384 de Fisher. Las composiciones de liposomas que contienen 1 - 20 por ciento molar de PE derivado con 
PEG, y métodos para uso de los mismos, están descritas por Woodle et al. (Patentes de los Estados Unidos Nos. 
5,013,556 y  5,356,633) y Martin et al. (Patente de los Estados Unidos No. 5,213,804 y Patente Europea No. EP 0 
496 813 B1). Los liposomas que comprenden un cierto número de otros conjugados lípido-polímeros están 40 
divulgados en WO 91/05545 y la Patente de los Estados Unidos  No. 5, 225,212 (ambas de Martin et al.) y en la WO 
94/20073 (Zalipsky et al). Los liposomas que comprenden lípidos de ceramida modificados con PEG están descritos 
en la WO 96/10391 (Choi et al.). Las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,540,935 (Miyazaki et al.) y 5,556,948 
(Tagawa et al.) describen liposomas que contienen PEG que pueden ser llevados adicionalmente con unidades 
estructurales funcionales sobre sus superficies. 45 

La WO 96/40062 de Thierry et al., divulga métodos para encapsular ácidos nucleicos de alto peso molecular en 
liposomas. La Patente de los Estados Unidos 5, 264,221 de Tagawa et al., divulga liposomas enlazados a proteínas 
y establece que el contenido de tales liposomas puede incluir un ARN antisentido. La Patente de los Estados Unidos 
5,665,710 de Rahman et al. describe cierto métodos de encapsular oligodesoxinucleótidos en liposomas. La WO 
97/04787 de Love et al. divulga liposomas que comprenden oligonucleótidos antisentido direccionados al gen raf. 50 

Los transfersomas son todavía otro tipo de liposomas, y son agregados lipídicos altamente deformables que son 
candidatos atractivos para vehículos de administración de fármacos. Los transferosomas pueden ser descritos como 
gotitas de lípidos que son tan altamente deformables que pueden ser capaces fácilmente de penetrar a través de 
poros que son más pequeños que la gotita. Los transfersomas son adaptables al ambiente en el cual se utilizan, por 
ejemplo, son autooptimizantes (se adaptan a la forma de los poros en la piel), autorreparadores, frecuentemente 55 
alcanzan sus objetivos sin fragmentarse, y frecuentemente facilitan la autocarga. Para hacer transfersomas es 
posible agregar activadores de bordes superficiales, usualmente surfactantes, a una composición liposómica 
estándar. Los transfersomas han sido utilizados para administrar albumina de suero a la piel. La administración 
mediada por transfersomas de la albumina de suero ha demostrado ser tan efectiva como la inyección subcutánea 
de una solución que contiene albumina de suero.  60 
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Los surfactantes encuentran amplia aplicación en formulaciones tales como emulsiones (incluyendo 
microemulsiones) y liposomas. La forma más común de clasificar y calificar las propiedades de los muchos 
diferentes tipos de surfactantes, tanto naturales como sintéticos, es mediante el uso del balance hidrófilo/lipófilo 
(HLB). La naturaleza del grupo hidrofílico (también conocido como la “cabeza”) provee el medio más útil para 
categorizar los diferentes surfactantes usados en formulaciones (Rieger, in Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel 5 
Decker, Inc., New York, NY, 1988, p. 285). 

Si la molécula surfactante no está ionizada, se clasifica como un surfactante no iónico. Los surfactantes no iónicos 
encuentran amplia aplicación en productos farmacéuticos y cosméticos y son utilizables en un amplio rango de 
valores de pH. En particular sus valores HLB varían de 2 a aproximadamente 18 dependiendo de su estructura. Los 
surfactantes no iónicos incluyen ésteres no iónicos tales como ésteres de etilenglicol, ésteres de propilen glicol, 10 
ésteres de glicerilo, ésteres de poliglicerilo, ésteres de sorbitano, ésteres de sacarosa, y ésteres etoxilados. 
Alcanolaminas y éteres no iónicos tales como etoxilatos de alcoholes grasos, alcoholes propoxilados y polímeros de 
bloque etoxilados/propoxilados también están incluidos en esta clase. Los surfactantes de polioxietileno son los  
miembros más populares de la clase de surfactantes no iónicos. 

Si la  molécula del surfactante porta una carga negativa cuando se disuelve o dispersa en agua, el surfactante se 15 
clasifica como aniónico. Surfactantes aniónicos incluyen carboxilatos tales como jabones, lactilatos de acilo, 
acilamidas de aminoácidos, ésteres de ácido sulfúrico tales como sulfatos de alquilo y sulfatos de alquilo etoxilados, 
sulfonatos tales como sulfonatos de alquilo benceno, isetionatos de acilo, taurolatos de acilo y sulfusuccinatos y 
fosfatos. Los miembros más importantes de la clase de surfactantes aniónicos son los sulfatos de alquilo y los 
jabones. 20 

Si la molécula surfactante porta una carga positiva cuando se disuelve o dispersa en agua, el surfactante se clasifica 
como catiónico. Los surfactantes catiónicos incluyen sales de amonio cuaternarias y aminas etoxiladas. Las sales de 
amonio cuaternaria son los miembros más usados de esta clase. 

Si la molécula surfactante tiene la capacidad de portar bien sea una cara positiva o negativa, el surfactante se 
clasifica como anfotérico. Los surfactantes anfotéricos incluyen derivados de ácido acrílico, alquilo amida sustituidas, 25 
N-alquilbetaínas y fosfátidos.  

Ha sido revisado el uso de surfactantes en productos de fármacos, formulaciones y en emulsiones (Rieger, in 
Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., New York, NY, 1988, p. 285). 

Excipientes orgánicos o inorgánicos farmacéuticamente aceptables adecuados para administración no parenteral 
que no reaccionan de manera nociva con los ácidos  nucleicos pueden ser utilizados para formular las 30 
composiciones de la presente invención. Vehículos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se 
limitan a, agua, soluciones salinas, alcoholes, polietilen glicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, 
talco, ácido silícico, parafina viscosa, hidroximetilo celulosa, polivinilo pirrolidona y similares. 

Las formulaciones para administración tópica de ácidos nucleicos pueden incluir soluciones acuosas estériles y no 
estériles, soluciones no acuosas en solventes comunes tales como alcoholes, o soluciones de los ácidos nucleicos 35 
en bases oleosas líquidas o sólidas. Las soluciones también pueden contener reguladores, diluyentes y otros 
aditivos adecuados. Pueden ser usados excipientes orgánicos o inorgánicos farmacéuticamente aceptables para 
administración no parenteral que no reaccionan nocivamente con los ácidos nucleicos.  

Excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua, soluciones salinas, 
alcohol, polietilen glicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, ácido silícico, parafina viscosa, 40 
hidroximetilo celulosa, polivinilo pirrolidona y similares.  

Administración pulsátil 

Los compuestos de la presente invención también pueden ser administrados por administración pulsátil. 
“Administración pulsátil” se refiere a una formulación farmacéutica que administra un primer pulso de fármaco (por 
ejemplo un compuesto antisentido) combinado con un potenciador de la penetración y un segundo pulso potenciador 45 
de la penetración para promover la absorción del fármaco que no está siendo absorbido por liberación con el primer 
pulso del potenciador de penetración.  

Una realización de la presente invención es una formulación oral de liberación retardada para absorción de fármaco 
intestinal potenciada que comprende: 

(a) una primera población de partículas portadoras que comprenden dicho fármaco y un potenciador de la 50 
penetración, en donde dicho fármaco y dicho potenciador de la penetración son liberados en una primera 
localización en el intestino; y 

(b) una segunda población de partículas portadoras que comprenden un potenciador de la penetración y una matriz 
o recubrimiento de liberación retardada, en donde el potenciador de penetración es liberado en una segunda 
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localización en el intestino corriente abajo de la primera localización, con lo cual la absorción del fármaco es 
potenciada cuando el fármaco alcanza la segunda localización. 

Alternativamente, el potenciador de la penetración (a) y (b) es diferente. 

Este potenciamiento es obtenido encapsulando al menos dos poblaciones de partículas portadoras. La primera 
población de partículas portadoras comprende una sustancia biológicamente activa y un potenciador de la 5 
penetración, y la segunda población (y opcionalmente adicional) de partículas portadoras comprende un potenciador 
de la penetración y un recubrimiento o matriz de liberación retardada. 

Un “efecto de primer paso” que se aplica a fármacos administrados oralmente es la degradación debido a la acción 
de ácidos gástricos y diversas enzimas digestivas. Un medio para mejorar los efectos de eliminación de primer paso 
es incrementar la dosis de fármaco administrada, compensando de esta forma la proporción de fármaco perdido en 10 
la limpieza del primer paso. Aunque esto puede ser logrado fácilmente con la administración i.v., por ejemplo 
proveyendo simplemente más del fármaco a un animal, otros factores influyen en la biodisponibilidad de los 
fármacos administrados a través de medios no parenterales. Por ejemplo, un fármaco puede ser degradado 
enzimáticamente o químicamente en el canal alimentario o en la corriente sanguínea y/o puede ser impermeable o 
semiimpermeable a diversa membranas mucosas. 15 

También se contempla que estas composiciones farmacéuticas son capaces de potenciar la absorción de sustancias 
biológicamente activas cuando se administran a través de las rutas rectal, vaginal, nasal o pulmonar. También se 
contempla que la liberación de sustancias biológicamente activas puede ser alcanzada en cualquier parte del tracto 
gastrointestinal. 

Las composiciones de oligonucleótidos farmacéuticas líquidas pueden ser preparadas combinando el oligonucleótido 20 
con un vehículo adecuado, por ejemplo agua estéril libre de pirógenos, o solución salina. Otros compuestos 
terapéuticos pueden ser incluidos opcionalmente. 

La presente invención también contempla el uso de composiciones en partículas sólidas. Tales composiciones 
comprenden preferiblemente partículas de oligonucleótidos que son de tamaño respirable. Tales partículas pueden 
ser preparadas, por ejemplo, triturando oligonucleótidos secos por medios convencionales, por ejemplo con un 25 
mortero y pistilo, y luego pasando la composición de polvo resultante a través de un tamiz de malla 400 para 
segregar partículas grandes y aglomerados. Una composición de partículas sólidas compuesta de un oligonucleótido 
activo puede contener opcionalmente un dispersante que sirve para facilitar la formación de un aerosol, por ejemplo 
lactosa.  

De acuerdo con la presente invención, las composiciones de oligonucleótidos pueden ser convertidas en aerosoles. 30 
La conversión en aerosoles de las partículas líquidas puede ser producida por cualquier medio adecuado, tal como 
un nebulizador. Véase, por ejemplo la Patente de los Estados Unidos  No. 4,501,729. Los nebulizadores son 
dispositivos disponibles comercialmente que transforman las soluciones o suspensiones en una neblina de aerosol 
terapéutico bien sea por medio de aceleración de un gas comprimido, típicamente aire u oxígeno, a través de un 
orificio vénturi estrecho o por medio de agitación ultrasónica. Nebulizadores adecuados incluyen aquellos vendidos 35 
por Blairex

®
 bajo el nombre PARI LC PLUS, PARI DURA-NEB 2000, PARI-BABY Size, PARI PRONEB Compressor 

with LC PLUS, PARI WALKHALER Compressor/Nebulizer System, PARI LC PLUS Reusable Nebulizer, y PARI LC 
Jet+ 

®
Nebulizer.  

Las formulaciones para uso en nebulizadores pueden consistir de un oligonucleótido en un líquido, tal como en agua 
estéril libre de pirógenos, o solución salina, en donde el oligonucleótido comprende hasta aproximadamente 40% p/p 40 
de la formulación. Preferiblemente, el oligonucleótido comprende menos de 20% p/p. Si se desea, pueden agregarse 
aditivos adicionales tales como conservantes (por ejemplo, hidroxibenzoato de metilo), antioxidantes y agentes 
saborizantes a la composición. Las partículas sólidas que comprenden un oligonucleótido también pueden ser 
convertidas en aerosol utilizando cualquier generador de aerosol de medicamento 5 en partículas sólidas conocida 
en la técnica. Tales generadores de aerosol producen partículas respirables, tal como se describieron anteriormente, 45 
y producen adicionalmente dosis medidas reproducibles por unidad de volumen de aerosol. Generadores de aerosol 
en partículas sólidas adecuados incluyen insufladores e inhaladores de dosis 10 medidas. Inhaladores de dosis 
medidas son utilizados en la técnica y son útiles en la presente invención. 

Preferiblemente, los aerosoles líquidos o sólidos son producidos a una rata que va de aproximadamente 10 a 150 
litros por minuto, más preferiblemente desde aproximadamente 30 a 150 litros por minuto y lo más preferiblemente 50 
aproximadamente 60 litros por minuto. 

La biodisponibilidad potenciada de sustancias biológicamente activas también se alcanza a través de la 
administración oral de las composiciones de la presente invención. 

Otros componentes 

ES 2 521 599 T3

 



36 
 

Las composiciones de la presente invención pueden contener adicionalmente otros componentes adjuntos 
encontrados convencionalmente en composiciones farmacéuticas, en sus niveles de utilización establecidos por el 
arte. Así, por ejemplo, las composiciones pueden contener materiales farmacéuticamente activos compatibles 
adicionales tales como, por ejemplo antipruríticos, astringentes, anestésicos locales o agentes antiinflamatorios, o 
pueden contener materiales adicionales útiles en formular físicamente diversas formas de dosificación de las 5 
composiciones de la presente invención, tales como colorantes, agentes saborizantes, conservantes, antioxidantes, 
o pacificantes, agentes espesantes y estabilizadores. Sin embargo, tales materiales, cuando se agregan, no 
deberían interferir indebidamente con las actividades biológicas de los componentes de las composiciones de la 
presente invención. Las formulaciones pueden ser esterilizadas y, si se desea, mezcladas con agentes auxiliares, 
por ejemplo lubricantes, conservantes, estabilizadores, agentes humidificantes, emulsificantes, sales para influenciar 10 
la presión osmótica, reguladores, colorantes, saborizantes y/o sustancias aromáticas y similares que no interactúan 
nocivamente con los ácidos nucleicos de la formulación. 

Las suspensiones acuosas pueden contener sustancias que incrementan la viscosidad de la suspensión incluyendo, 
por ejemplo, carboximetilo celulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. La suspensión también puede contener 
estabilizadores. 15 

Ciertas realizaciones de la invención proveen composiciones farmacéuticas que contienen (a) uno o más 
compuestos antisentido y (b) uno o más agentes quimioterapéuticos que funcionan por un mecanismo no 
antisentido. Ejemplos de tales agentes quimioterapéuticos incluyen pero no se limitan a daunorrubicina, 
daunomicina, dactinomicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, esorrubicina, bleomicina, mafosfamida, 
ifosfamida, citosina arabinosido, biscloroetilnitrosurea, busulfan, mitomicina C, actinomicina D, mitramicina, 20 
prednisona, hidroxiprogesterona, testosterona, tamoxifen, dacarbazina, procarbazina, hexametilenamina, 
pentametilenamina, mitoxantrona amsacrina, clorambucilo, metilcicloexilnitrosurea, mostazas de nitrógeno, melfalan, 
ciclofosfamida, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-azacitidina, hidroxiurea, desoxicoformicina, 4-
hidroxiperoxiciclofosforamida, 5-fluorouracilo (5-FU), 5-fluorodesoxiuridina (5-FUdR), metotrexato (MTX), colchicina, 
taxol, vincristina, vinblastina, etoposido (VP-16), trimetrexato, irinotecan, topotecan, gemcitabina, tenipósido, 25 
cisplatino y dietilestilbestrol (DES). Véase, en general, The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 15th, Ed. 1987, 
pp. 1206-1228, Berkow et al., eds., Rahway, N.J. 

Cuando se utilizan con los compuestos de la invención ,tales agentes quimioterapéuticos pueden ser utilizados 
individualmente (por ejemplo, 5-FU y oligonucleótidos), secuencialmente (por ejemplo 5-FU y oligonucleótidos 
durante un periodo de tiempo seguidos por MTX y oligonucleótidos), o en combinación con uno o más de otros tales 30 
agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, 5-FU, MTX y oligonucleótido, o 5-FU, radioterapia y oligonucleótidos). Los 
fármacos antiinflamatorios, incluyendo pero no limitándose a fármacos antiinflamatorios no esteroidales y 
corticosteroides, y fármacos antivirales, incluyendo pero no limitándose a ribivirina, vidarabina, aciclovir y ganciclovir, 
también pueden ser combinados en composiciones de la invención. Véase, en general, The Merck Manual of 
Diagnosis and Therapy, 15th, Ed.. Berkow et al., eds., 1987, Rahway, N.J., páginas. 2499-2506 y 46-49, 35 
respectivamente). Otros agentes quimioterapéuticos no antisentido están también dentro del alcance de esta 
invención. Dos o más compuestos combinados pueden ser utilizados juntos o secuencialmente. 

En otra realización relacionada, las composiciones de la invención pueden contener uno o más compuestos 
antisentido, particularmente oligonucleótidos, direccionados a un primer ácido  nucleico y uno o más compuestos 
antisentido direccionados a un segundo objetivo de ácido nucleico. Dos o más compuestos antisentido pueden ser 40 
utilizados juntos o secuencialmente. 

Dosificación 

La dosificación es dependiente de la severidad y respuesta del estado de la enfermedad que va a ser tratada, con el 
curso del tratamiento que dura desde varios días hasta varios meses, o hasta que se efectué una cura o se alcance 
una disminución del estado de la enfermedad. Las programaciones de dosificación óptimas pueden ser calculadas a 45 
partir de mediciones de la acumulación de fármaco en el cuerpo del paciente. Las personas de experiencia normal 
en la técnica pueden determinar fácilmente las dosificaciones óptimas, metodologías de dosificación y ratas de 
repetición.  

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invención y no pretenden limitar la misma. 

Ejemplos  50 

Ejemplo 1: Síntesis de oligonucleótidos  

Los oligodesoxinucleótidos no modificados son sintetizados en un sintetizador automatizado de ADN (Applied 
Biosystems modelo 380B) utilizando química de fosforamidita estándar con oxidación con yodo. Las ß-
cianoetildiisopropil-fosforamiditas son adquiridas en Applied Biosystems (Foster City, CA). Para fosforotioato u 
oligonucleótidos, la botella de oxidación estándar fue reemplazada por una solución 0.2 M de 3H-1,2-benzoditiole-3 55 
1,1-dióxido en acetonitrilo para la tiación paso a paso de los enlaces fosfito. La etapa de espera del ciclo de tiación 
fue incrementada a 68 segundos y fue seguida por la etapa de cubrimiento. Las citosinas pueden ser 5-metilo 
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citosinas. (5-metilo desoxicitidin fosforamiditas disponibles de Glen Research, Sterling, VA o Amersham Pharmacia 
Biotech, Piscataway, NJ).  

Los 2’-metoxi oligonucleótidos son sintetizados utilizando 2’-metoxi ß-cianoetildiisopropil-fosforamiditas (Chemgenes, 
Needham, MA) y el ciclo estándar para oligonucleótidos no modificados, excepto la etapa de espera después del 
suministro pulsado de tetrasol y base se incrementa a 360 segundos Otros 2’-alcoxi oligonucleótidos son 5 
sintetizados por una modificación de este método, utilizando amiditas modificadas en 2’ apropiadas tales como las 
disponibles de Glen Research, Inc., Sterling, VA.  

Los 2’-fluor u oligonucleótidos son sintetizados como lo describe Kawasaki et al. (J. Med. Chem. 1993, 36, 831-841). 
En resumen, el nucleósido protegido N

6
-benzoil-2’-desoxi-2’-fluoroadenosina es sintetizado utilizando como material 

de partida 9-ß-D-arabinofuranosiladenina disponible comercialmente y modificando los procedimientos de la 10 
literatura con lo cual el átomo en 2’-a-fluoro es introducido mediante un desplazamiento SN2 de un grupo 2’-ß-O-
trifilo. Así la N

6
-benzoil-9-ß-D-arabinofuranosiladenina es protegida selectivamente en un rendimiento moderado 

como el intermediario 3’,5’-ditetrahidropiranilo (THP). La desprotección del THP y de los grupos  N
6
-benzoilo se lleva  

a cabo utilizando metodologías estándar y se usan métodos estándar para obtener los intermediarios 5’-dimetoxitritil- 
(DMT) y 5’-DMT-3’-fosforamidita.  15 

La síntesis de la 2’-desoxi-2’-fluoroguanosina es lograda utilizando el 9-ß-D-arabinofuranosilguanina protegida con 
tetraisopropildisiloxanilo (TPDS) como material de partida, y la conversión al intermediario diisobutiril-
arabinofuranosilguanosina. La desprotección del grupo TPDS es seguida por la protección del grupo hidroxilo con 
THP para dar la arabinofuranosilguanina protegida con diisobutiril di-THP. La O-desacilación y la triflación selectiva 
es seguida por el tratamiento del producto crudo con fluoruro, y luego la desprotección de los grupos THP. Se 20 
utilizan metodologías estándar para obtener las 5’-DMT- y 5’-DMT-3’-fosforamiditas.  

La síntesis de la 2’-desoxi-2’-fluoroguanosina es lograda mediante la modificación de un procedimiento conocido en 
el cual la 2, 2

1
-anhidro-1-ß-D-arabinofuranosiluracilo es tratada con fluoruro de hidrógeno-piridina al 70%. Se utilizan 

procedimientos estándar para obtener las 5’-DMT y 5’-DMT-3’fosforamiditas.  

La 2’-desoxi-2’-fluorocitidina es sintetizada a través de la aminación de la 2’-desoxi-2’-fluorouridina, seguida por la 25 
protección selectiva para dar N

4
-benzoil-2’-desoxi-2’-fluorocitidina. Se utilizan procedimientos estándar para obtener 

las 5’-DMT y 5’-DMT-3’fosforamiditas.  

Las amiditas modificadas con 2’-(2-metoxietilo) fueron sintetizadas de acuerdo con Martin, P. (Helv. Chim. Acta 
1995, 78, 486-506). Para facilidad de síntesis, el último nucleótido puede ser un desoxinucleótido. Las 2 ’-O-
CH2CH2OCH3- citosinas pueden ser 5-metilo citosinas.  30 

Síntesis de monómeros de 5-metilo citosina:  

2,2’-Anhidro[1-(ß-D-arabinofuranosil)-5-metiluridina]:  

La 5-metiluridina (ribosiltimina, disponible comercialmente a través de Yamasa, Choshi, Japón), (72.0 g, 0.279 M), 
difenilcarbonato (90.0 g, 0.420 M) y bicarbonato de sodio (2.0 g, 0.024 M) fueron agregados a DMF (300 mL). La 
mezcla fue calentada hasta reflujo, con agitación, permitiendo que el dióxido de carbono desprendido fuera liberado 35 
de manera controlada. Después de 1 hora, la solución ligeramente oscurecida fue concentrada bajo presión 
reducida. El jarabe resultante fue vertido sobre dietiléter (2.5 L) con agitación. El producto formó una goma. El éter 
fue decantado y el residuo fue disuelto en una cantidad mínima de metanol (cerca de 400 ml). La solución fue vertida 
sobre éter fresco (2.5 L) para producir una goma viscosa. El éter fue decantado y la goma fue secada en un horno al 
vacío (60°C a 1 mm de Hg durante  24 horas) para dar un sólido el cual fue triturado para dar un polvo color bronce 40 
claro (57 g, 85% de rendimiento crudo). El material fue utilizado como tal para reacciones posteriores. 

2’-O-Metoxietil-5-metiluridina:  

2,2’-Anhidro-5-metiluridina (195 g, 0.81 M), tris (2-metoxietil)borato (231 g, 0.98 M) y 2-metoxietanol (1.2 L) fueron 
agregados a un recipiente a presión de acero inoxidable de 2 L y colocado en un baño de aceite precalentado a 
160°C. Después de calentar durante 48 horas a 155 - 160°C, el recipiente fue abierto y la solución evaporada hasta 45 
sequedad y triturada con MeOH (200 mL). El residuo fue suspendido en acetona caliente (1 L). Las sales insolubles 
fueron filtradas, lavadas con acetona (150 mL) y el filtrado fue evaporado. El residuo (280 g) fue disuelto en CH3CN 
(600 mL) y evaporado. Se empaco una columna de sílica gel (3 kg) con CH2Cl2/acetona/MeOH (20:5:3) que contenía  
0.5% de Et3NH. El residuo fue disuelto en CH2Cl2 (250 mL) y adsorbido sobre sílica (150 g) antes de cargarlo sobre 
la columna. El producto fue eluido con el solvente de empaque para dar 160 g (63%) de producto.  50 

2’-O-Metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metiluridina:  

2’-O-Metoxietil-5-metiluridina (160 g, 0.506 M) fue coevaporado con piridina (250 mL) y el residuo seco fue disuelto 
en piridina (1.3 L). Se agregó una primera alícuota de cloruro de dimetoxitritilo  (94.3 g, 0.278 M) y la mezcla fue 
agitada a temperatura ambiente durante 1 hora. Se agregó una segunda alícuota de cloruro de dimetoxitritilo (94.3 g, 
0.278 M) y la reacción se agito durante 1 hora adicional. Se agregó entonces metanol (170 mL) para detener la 55 
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reacción. La HPLC mostró la presencia de aproximadamente 70% de producto. El solvente fue evaporado y triturado 
con CH3CN (200 mL). El residuo fue disuelto en CHCl3 (1.5 L) y extraído con 2x500 mL de NaHCO3 saturado y 
2x500 mL de NaCl saturado. La fase orgánica fue secada sobre Na2SO4, filtrada y evaporada. Se obtuvieron  275 g 
de residuo. El residuo fue purificado sobre una columna de sílica gel de 3.5 kg, empacada y eluida con 
EtOAc/hexano/acetona (5:5:1) que contenía 0.5%  de Et3NH. Las fracciones puras fueron evaporadas para dar 164 g 5 
de producto. Se obtuvieron aproximadamente 20 g adicionales a partir de las fracciones impuras para dar un 
rendimiento total de 183 g (57%).  

3’-O-Acetil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metiluridina:  

2’-O-Metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metil-uridina (106 g, 0.167 M), de DMF/piridina (750 mL de una mezcla 3:1 
preparada a partir de 562 mL de DMF y 188 mL de piridina) y anhídrido acético (24.38 mL, 0.258 M) fueron 10 
combinados y agitados a temperatura ambiente durante 24 horas. La reacción fue monitoreada por tlc congelando 
primero la muestra de tlc con la adición de MeOH. Al terminar la reacción, según criterio por tlc, se agregó MeOH (50 
mL) y la mezcla se evaporó a 35°C. El residuo fue disuelto en (CHCl3 (800 mL)y extraído con 2x200 mL de 
bicarbonato de sodio saturado y 2x200 mL de NaCl saturado. Las capas acuosas fueron reextraídas con 200 mL de 
CHCl3. Las fases orgánicas combinadas fueron secadas con sulfato de sodio y evaporadas para dar 122 g de 15 
residuo (aproximadamente 90% de producto). El residuo fue purificado sobre una columna de sílica gel de 3.5 kg y 
eluido utilizando EtOAc/hexano (4:1). Las fracciones de producto puro fueron evaporadas para generar 96 g (84%).  

3’-O-Acetil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metil-4-triazoleuridina:  

Se preparó una primera solución disolviendo 3’-O-acetil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metiluridina (96 g, 0.144 
M) en CH3CN (700 mL) y se dejo en reposo. Se agregó trietilamina (189 mL, 1.44 M) a una solución de triazol (90 g, 20 
1.3 M) en CH3CN (1 L), se enfrió a -5°C y se agito durante 0.5 horas utilizando un agitador superior. Se agregó gota 
a gota POCl3, durante un periodo de 30 minutos, a la solución en agitación mantenida a 0 - 10°C, y la mezcla 
resultante se agito durante 2 horas adicionales. La primera solución fue agregada gota a gota, a lo largo de un 
periodo de 45 minutos, a la última solución. La mezcla de reacción resultante fue almacenada durante la noche en 
un cuarto frio. Las sales fueron filtradas de la mezcla de reacción y la solución fue evaporada. El residuo fue disuelto 25 
en EtOAc (1 L) y los sólidos insolubles fueron retirados por filtración. El filtrado fue lavado con 1x300 mL de NaHCO3 
y 2x300 mL de NaCl saturado, se seco sobre sulfato de sodio y se evaporó. El residuo fue triturado con EtOAc para 
dar el compuesto del título. 

2’-O-Metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metilcitidina:  

Una solución de 3’-O-acetil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metil-4-triazoleuridina (103 g, 0.141 M) en dioxano 30 
(500 mL) y NH4OH (30 mL) fue agitada a temperatura ambiente durante 2 horas. La solución en dioxano fue 
evaporada y el residuo fue convertido en un azeótropo con MeOH (2x200 mL). El residuo fue disuelto en MeOH (300 
mL) y transferido a un recipiente a presión de acero inoxidable de 2 litros. Se agregó MeOH (400 mL) saturado con 
gas NH3 y el recipiente fue calentado a 100°C durante 2 horas (la tlc mostro conversión completa). El contenido del 
recipiente fue evaporado hasta sequedad y el residuo fue disuelto en EtOAc (500 mL) y lavado una vez con NaCl 35 
saturado (200 mL). Las fases orgánicas fueron secadas sobre sulfato de sodio y el solvente fue evaporado para dar 
85 g (95%) del compuesto del título. 

N
4
-Benzoil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metilcitidina:  

2’-O-Metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metil-citidina (85 g, 0.134 M) fue disuelto en DMF (800 mL) y se agregó anhídrido 
benzoico (37.2 g, 0.165 M) con agitación. Después de agitar durante 3 horas, la tlc mostró que la reacción estaba 40 
terminada en aproximadamente 95%. El solvente fue evaporado y el residuo fue convertido en azeótropo con MeOH 
(200 mL). El residuo fue disuelto en CHCl3 (700 mL) y extraído con NaHCO3 saturado (2x300 mL) y NaCl saturado 
(2x300 mL), secado sobre MgSO4 y evaporado para dar un residuo (96 g). El residuo fue sometido a cromatografía 
sobre una columna de sílica de 1.5 kg utilizando EtOAc/hexano (1:1) que contenía 0.5%  de Et3NH como solvente 
de elución. Las fracciones de producto puro fueron evaporadas para dar 90 g (90%) del compuesto del título.  45 

N
4
-Benzoil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metilcitidina-3’-amidita:  

Se disolvió N
4
-Benzoil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metilcitidina (74 g, 0.10 M) en CH2Cl2 (1 L). Se agregaron 

tetrazol diisopropilamina (7.1 g) y 2-cianoetoxi-tetra(isopropil)fosfito (40.5 mL, 0.123 M) con agitación, bajo una 
atmósfera de nitrógeno. La mezcla resultante fue agitada durante 20 horas a temperatura ambiente (la tlc mostró 
que la reacción estaba terminada en un 95%). La mezcla de reacción fue extraída con NaHCO3 saturado (1x300 mL) 50 
y NaCl saturado (3x300 mL). Los lavados acuosos fueron retroextraídos con CH2Cl2 (300 mL), y los extractos fueron 
combinados, secados sobre MgSO4 y concentrados. El residuo obtenido fue sometido a cromatografía sobre una 
columna de sílica de 1.5 kg usando EtOAc/hexano (3:1) como solvente de elución. Las fracciones puras fueron 
combinadas para dar 90.6 g (87%) del compuesto del título.  
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Los oligonucleótidos que contenían 5-metil-2’-desoxicitidina (5-me-C) fueron sintetizado de acuerdo con métodos 
publicados (Sanghvi et al., Nucl. Acids Res. 1993, 21, 3197-3203) utilizando fosforamiditas disponibles 
comercialmente (Glen Research, Sterling VA o ChemGenes, Needham MA).  

2’-O-(dimetilaminooxietil) nucleósido amiditas 

2’-(Dimetilaminooxietoxi) nucleósido amiditas  [también conocido en la técnica como 2’-O-(dimetilaminooxietil) 5 
nucleósido amiditas] se preparan como se describe en los siguientes parágrafos. Las adenosina, citidina y 
guanosina nucleósido amiditas se preparan de manera similar a la timidina (5-metiluridina) excepto que las aminas 
exocíclicas están protegidas con una unidad estructural benzoilo en el caso de la adenosina y citida y con isobutirilo 
en el caso de la guanosina. 

5’-O-tert-Butildifenilsilil-O
2
-2’-anhidro-5-metiluridina  10 

O
2
-2’-anhidro-5-metiluridina (Pro. Bio. Sint., Varese, Italia, 100.0g, 0.416 mmol), dimetilaminopiridina (0.66g, 

0.013eq, 0.0054mmol) se disolvieron en piridina seca (500 ml) a temperatura ambiente bajo una atmósfera de argón 
y con agitación mecánica. Se agregó tert-butildifenilo clorosilano (125.8g, 119.0mL, 1.1eq, 0.458mmol) en una 
porción. La reacción fue agitada durante 16 horas a temperatura ambiente. La TLC (Rf 0.22, acetato de etilo) indico 
una reacción completa. La solución fue concentrada bajo presión reducida hasta un aceite espeso. Este fue 15 
sometido a partición entre diclorometano (1 L) y bicarbonato de sodio saturado (2x1 L) y salmuera (1 L). La capa 
orgánica fue secada sobre sulfato de sodio y concentrada bajo presión reducida hasta dar un aceite espeso. El 
aceite fue disuelto en una mezcla 1:1 de acetato de etilo y etilo éter (600mL) y la solución fue enfriada hasta -10°C. 
El producto cristalino resultante fue recogido por filtración, lavado con etilo éter (3x200 mL) y secado (40°C, 1mm 
Hg, 24 h), hasta obtener 149g (74.8%) de sólido blanco. La TLC y la NMR fueron consistentes con el producto puro.   20 

5’-O-tert-Butildifenilsilil-2’-O-(2-hidroxietil)-5-metiluridina  

En un reactor a presión sin agitación de acero inoxidable de 2 L se agregó borano en tetrahidrofurano (1.0 M, 2.0 eq, 
622 mL). En la cabina de extracción y con agitación manual, se agregó etilen glicol (350 mL, exceso) 
cuidadosamente al principio hasta que se remitió la evolución de gas hidrógeno. Se agregaron 5’-O-tert-
Butildifenilsilil-O2-2’-anhidro-5-metiluridina (149 g, 0.311 mol) y bicarbonato de sodio (0.074 g, 0.003 eq) con 25 
agitación manual. El reactor fue sellado y calentado en un baño de aceite hasta que se alcanzo una temperatura 
interna de 160°C y luego se mantuvo durante 16 horas (presión < 100 psig). El recipiente de reacción fue enfriado 
hasta temperatura ambiente y abierto. La TLC  (Rf 0.67 para el producto deseado y Rf 0.82 para el producto 
colateral ara-T, acetato de etilo), una conversión de aproximadamente 70% al producto. Con el fin de evitar 
formación adicional de productos secundarios la reacción fue detenida, concentrada bajo presión reducida (10 a 30 
1mm de Hg) en un baño de agua tibia (40 - 100°C) con las condiciones más extremas utilizadas para eliminar el 
etilen glicol.  

[Alternativamente, una vez que se elimina el solvente de bajo punto de ebullición, la solución remanente puede ser 
sometida a partición entre acetato de etilo y agua. El producto estará en fase orgánica]. El residuo fue purificado por 
cromatografía de columna (2 kg de sílica gel, gradiente de acetato de etilo-hexanos 1:1 a 4:1). Las fracciones 35 
apropiadas fueron combinadas, lavadas y secadas para producir una espuma blanca brillante (84 g, 50%), material 
de partida contaminado (17.4 g) y material de partida puro reutilizable 20 g. El rendimiento  basado en el material de 
partida menos el material de partida recuperado puro fue de 58%. La TLC y la RMN fueron consistentes con el 
producto puro al 99%.  

2’-O-([2-phthalimidoxi)etil]-5’-t-butildifenilsilil-5-metiluridina  40 

5’-O-tert-Butildifenilsilil-2’-O-(2-hidroxietil)-5-metiluridina (20g, 36.98mmol) fue mezclada con trifenilfosfina (11.63g, 
44.36mmol) y N-hidroxiftalimida (7.24g, 44.36mmol). Se seco entonces sobre P2O5 bajo alto vacio durante 2 días a 
40°C. La mezcla de reacción fue purgada con argón y THF seco (369 mL, Aldrich botella con sello seguro) fue 
agregado para obtener una solución clara. Se agregó dietil- azodicarboxilato (6.98mL, 44.36mmol) gota a gota a la 
mezcla de reacción. La rata de adición se mantiene de tal forma que la coloración rojo profundo resultante es 45 
descargada justo antes de agregar la siguiente gota. Después de que la adición termino, la reacción fue agitada 
durante 4 horas. En ese momento la TLC mostró la terminación de la reacción (acetato de etilo:hexano, 60:40). El 
solvente fue evaporado al vacio. El residuo obtenido fue colocado en una columna instantánea y eluido con acetato 
de etilo:hexano (60:40), para obtener 2’-O-([2-phthalimidoxi)etil]-5’-t-butildifenilsilil-5-metiluridina en forma de una 
espuma blanca (21.819, 86%).  50 

5’-O-tert-butildifenilsilil-2’-O-[(2-formadoximinooxi)etil]-5-metiluridina  

Se disolvió 2’-O-([2-phthalimidoxi)etil]-5’-t-butildifenilsilil-5-metiluridina (3.1g, 4.5mmol) en CH2Cl2 seco (4.5mL) y 

metilhidrazina (300mL, 4.64mmol) fue agregada gota a gota a -10°C hasta 0°C. Después de 1 hora la mezcla fue 
filtrada, el filtrado fue lavado con CH2Cl2 enfriado en hielo y la fase orgánica combinada fue lavada con agua, 
salmuera y secada sobre Na2SO4. La solución fue concentrada para obtener la 2’-O-(aminooxietil) timidina, la cual 55 
fue disuelta entonces en MeOH (67.5mL). A esto se agregó formaldehido (solución acuosa al 20%, p/p, 1.1eg.)  y se 
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mezclo durante 1 hora. El solvente fue eliminado bajo vacio; el residuo se sometió a cromatografía para obtener 5’-
O-tert-butildifenilsilil-2’-O-[(2-formadoximinooxi) etil]-5-metiluridina como una espuma blanca (1.95, 78%).  

5’-O-tert-Butildifenilsilil-2’-O-[N,N-dimetilaminooxietil]-5-metiluridina 

5’-O-tert-butildifenilsilil-2’-O-[(2-formadoximinooxi) etil] -5-metiluridina (1.77g, 3.12mmol) fue disuelto en una solución 
de p-toluenosulfonato de piridinio (PPTS) 1M en MeOH (30.6mL). Se agregó cianoborohidruro de sodio (0.39g, 5 
6.13mmol) a esta solución a 10°C bajo atmósfera inerte. La mezcla de reacción fue agitada durante 10 minutos a 
10°C. Después de que el recipiente de reacción había sido retirado del baño de hielo y agitado a temperatura 
ambiente durante 2 horas, la reacción monitoreada por TLC (5% de MeOH en CH2Cl2). Se agregó solución acuosa 
de NaHCO3 (5%, 10mL) y se extrajo con acetato de etilo (2x20mL). La fase de acetato de etilo fue secada sobre 
Na2SO4 anhidro, y se evaporó hasta sequedad. El residuo fue disuelto en una solución de PPTS 1M en MeOH 10 
(30.6mL). Se agregó formaldehido (20% p/p, 30mL, 3.37mmol) y la mezcla de reacción fue sometida a agitación a 
temperatura ambiente durante 10 minutos. La mezcla de reacción se enfrió a 10°C en un baño de hielo, se agregó 
cianoborohidruro de sodio (0.39g, 6.13mmol) y la mezcla de reacción se agito a 10°C durante 10 minutos. Después 
de 10 minutos, la mezcla de reacción fue retirada al baño de hielo y agitada a temperatura ambiente durante 2 
horas. A la mezcla de reacción, se agregó solución de NaHCO3 al 5% (25mL) y se extrajo con acetato de etilo 15 
(2x25mL). La capa de acetato de etilo fue secada sobre Na2SO4 anhidro y evaporada hasta sequedad. El residuo 
obtenido fue purificado por cromatografía de columna instantánea y se eluyo con MeOH al 5% en CH2Cl2 para 
obtener 5’-O-tert-butildifenilsilil-2’-O-[N,N-dimetilaminooxietil]-5-metiluridina en forma de una espuma blanca (14.6g, 
80%).  

2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina  20 

Se disolvió trihidrofluoruro de trietilamina (3.91mL, 24.0mmol) en THF seco y trietilamina (1.67mL, 12mmol, seco, 
mantenido sobre KOH). Esta mezcla de trietanolamina- 2HF fue agregada entonces a 5’-O-tert-butildifenilsilil-2’-O-
[N,Ndimetilaminooxietil]-5-metiluridina (1.40g, 2.4mmol) y se agito a temperatura ambiente durante 24 horas. La 
reacción fue monitoreada por TLC (MeOH al 5% en CH2Cl2). El solvente fue retirado bajo vacio y el residuo colocado 
en una columna instantánea y eluido con MeOH al 10% en CH2Cl2 para obtener la 2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-25 
metiluridina (766mg, 92.5%).  

5’-O-DMT-2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina  

Se secó 2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina (750mg, 2.17mmol) sobre P2O5 bajo alto vacio durante la noche a 
40°C. Se coevaporó entonces con piridina anhidra (20mL). El residuo obtenido fue disuelto en piridina (11mL) bajo 
atmósfera de argón. Se agregaron a la mezcla 4-dimetilaminopiridina (26.5mg, 2.60mmol), cloruro de 4,4’-30 
dimetoxitritilo (880mg, 2.60mmol) a la mezcla y la mezcla de reacción fue agitada a temperatura ambiente hasta que 
todo el material de partida desapareció. Se retiro la piridina bajo vacio y el residuo fue sometido a cromatografía y 
eluido con MeOH al 10% en CH2CL2 (contenía una pocas gotas de piridina) para obtener 5’-O-DMT-2’-O-
(dimetilamino-oxietil)-5-metiluridina (1.13g, 80%).  

5’-O-DMT-2’-O-(2-N,N-dimetilaminooxietil)-5-metiluridina-3’-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita]  35 

5’-O-DMT-2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina (1.08g, 1.67mmol) fue coevaporado con tolueno (20mL). Al 
residuo se agregó N,N-diisopropilamina tetrazonido (0.29 g, 1.67 mmol) y se seco sobre P2O5 bajo alto vacio durante 
la noche a 40°C. Entonces la mezcla de reacción fue disuelta en acetonitrilo anhidro (8.4mL) y  2-cianoetil-
N,N,N

1
,N

1
-tetraisopropilfosforamidita (2.12 mL, 6.08mmol) fue agregado. La mezcla de reacción fue agitada a 

temperatura ambiente durante 4 horas bajo atmósfera inerte. El avance de la reacción fue monitoreado por TLC 40 
(hexano:acetato de etilo 1:1). El solvente fue evaporado, luego el residuo fue disuelto en acetato de etilo (70 mL) y 
lavado con NaHCO3 acuoso al 5% (40 mL). La capa de acetato de etilo fue secada sobre Na2SO4 anhidro y 
concentrada. El residuo obtenido fue sometido a cromatografía (acetato de etilo como eluyente)) para obtener 5’-O-
DMT-2’-O-(2-N,N-dimetilaminooxietil)-5-metiluridina-3’-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita] en forma de una 
espuma (1.04g, 74.9%).       45 

Los oligonucleótidos que tienen esqueletos metilen (metilimino) (MMI) son sintetizados de acuerdo con la Patente de 
los Estados Unidos  5, 378, 825. Para facilidad de síntesis, se sintetizaron diversos dímeros de nucleósidos que 
contenían enlaces MMI y se incorporaron en los oligonucleótidos. Otros esqueletos que contienen nitrógeno también 
fueron sintetizados de acuerdo con WO 92/20823.  

Los oligonucleótidos que tienen esqueletos amidas se sintetizan de acuerdo con De Mesmaeker et al. (Acc. Chem. 50 
Res. 1995, 28, 366-374). La unidad estructural amida es fácilmente accesible mediante métodos sintéticos simples y 
bien conocidos y es compatible con las condiciones requeridas para la síntesis en fases sólidas de los 
oligonucleótidos.  

Los oligonucleótidos con esqueleto morfolino son sintetizados de acuerdo con la Patente de los Estados Unidos 
5,034,506 (Summerton y Weller).  55 
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Los oligómeros del ácido péptidonucleico (PNA) se sintetizan de acuerdo con P.E. Nielsen et al. (Science 1991, 254, 
1497-1500).  

Después de la escisión desde la columna de vidrio de poro controlado (Applied Biosystems) y desbloqueo en 
hidróxido de amonio concentrado a 55°C durante 18 horas, los oligonucleótidos son purificados por precipitación dos 
veces desde NaCl 0.5 M con 2.5 volúmenes de etanol. Los oligonucleótidos sintetizados fueron analizados por 5 
electroforesis en gel de poliacrilamida sobre geles desnaturalizantes o electroforesis por gel capilar y se juzgo que 
eran al menos 85% de material completo. Las cantidades relativas de los enlaces de fosforotioato y fosfodiéster 
obtenidas en la síntesis fueron verificadas periódicamente por espectroscopía de resonancia magnética nuclear 

31
P, 

y para algunos estudios los oligonucleótidos fueron purificados por HPLC como lo describen Chiang et al. (J. Biol. 
Chem. 1991, 266, 18162). Los resultados obtenidos con el material purificado por HPLC fueron similares a los 10 
obtenidos con material no purificado por HPLC.  

Alternativamente, se sintetizaron oligonucleótidos en formato de placa de 96 pozos a través de química de 
fosforamidita P(III) en fase sólida en un sintetizador automatizado capaz de ensamblar 96 secuencias 
simultáneamente en un formato estándar de 96 pozos. Los enlaces fosfodiéster internucleótidos fueron logrados por 
oxidación con yodo acuoso. Los enlaces fosforotioato internucleótidos fueron generados por sulfuración utilizando 15 
1,1 dióxido de 3,H-1,2 benzoditiol-3-ona (Beaucage Reagent) en acetonitrilo anhidro. Las beta-cianoetil-di-isopropilo 
fosforamiditas estándar protegidas con base fueron obtenidas de proveedores comerciales (por ejemplo,  PE-Applied 
Biosystems, Foster City, CA, o Pharmacia, Piscataway, NJ). Los nucleósidos no estándar son sintetizados según 
métodos publicados. Se utilizan como beta-cianoetil-diisopropilo fosforamiditas protegidas con bases. 

Los oligonucleótidos fueron escindidos del soporte y desprotegidos con NH4OH concentrado a temperatura elevada 20 
(55 - 60°C) durante 12 - 16 horas y el producto liberado fue secado entonces in vacuo. El producto secado fue 
resuspendido entonces en agua estérilo para producir una placa maestra desde la cual todas las muestras analíticas 
y de prueba fueron diluidas entonces utilizando pipeteadores robóticos: 

Ejemplo 2: Secuencias de oligodesoxinucleótidos de STAT3 humana  

Los oligonucleótidos antisentido fueron diseñados para direccionar STAT3 humana. Los datos de secuencia objetivo 25 
fueron de la secuencia APRF cADN publicada por Akira, S. et al. (Cell, 1994, 77, 63-71); número de acceso 
GenBank

®
  L29277 provista aquí como SEQ ID NO: 1. Una serie de oligodesoxinucleótidos fue sintetizada con 

enlaces fosforotioato. Las 2’-desoxi citosinas fueron 5-metilo citosinas. Estas secuencias de oligonucleótidos se 
muestran en la Tabla 1. Un conjunto adicional de oligonucleótidos fue sintetizado com u oligonucleótidos quiméricos 
("oligómeros con brecha") de 20 nucleótidos de longitud, compuestos de una región central de "brecha"  de diez  2’-30 
desoxinucleótidos, la cual está flanqueada en ambos lados (direcciones 5’ y 3’) por "alas" de cinco nucleótidos. Las 
alas están compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) nucleótidos. Los enlaces internucleósidos (esqueleto) son 
fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucleótido. Todas las 2’-MOE citosinas y 2’-desoxi citosinas fueron 5-metil-
citosinas. 

Estas secuencias de oligonucleótidos se muestran en la Tabla 2. 35 

Una línea celular apropiada, que expresa típicamente altos niveles de STAT3, se escoge para los estudios in vitro. 
Las condiciones de cultivo celular son las estándar para esa línea celular en particular. El tratamiento con 
oligonucleótidos fue durante 4 horas y el ARNm se aisló usualmente durante 24 a 48 horas después del tratamiento 
inicial. El ARNm es aislado utilizando el kit RNAEASY7 (Qiagen, Santa Clarita, CA).  

Tabla 1: 40 

Secuencia de nucleótidos de fosforotioato u oligodesoxinucleótidos STAT3 humanos  

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5’ - > 

3’) 

SEQ 
ID 
NO: 

Coordinados de nucleótidos de gen 
objetivo

2
 

Región de 
gen objetivo 

106691 GTCTGCGCCGCCGCCCCGAA 2 0010-0029 5’-UTR 

106692 GGCCGAAGGGCCTCTCCGAG 3 0130-0149 5’-UTR 

106693 TCCTGTTTCTCCGGCAGAGG 4 0202-0221 AUG 

106694 CATCCTGTTTCTCCGGCAGA 5 0204-0223 AUG 

106695 GCCATCCTGTTTCTCCGGCA 6 0206-0225 AUG 

106696 GGGCCATCCTGTTTCTCCGG 7 0208-0227 AUG 

106697 TTGGGCCATCCTGTTTCTCC 8 0210-0229 AUG 
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Secuencia de nucleótidos de fosforotioato u oligodesoxinucleótidos STAT3 humanos  

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5’ - > 

3’) 

SEQ 
ID 
NO: 

Coordinados de nucleótidos de gen 
objetivo

2
 

Región de 
gen objetivo 

106698 CATTGGGCCATCCTGTTTCT 9 0212-0231 AUG 

106699 TCCATTGGGCCATCCTGTTT 10 0214-0233 AUG 

106700 ATTCCATTGGGCCATCCTGT 11 0216-0235 AUG 

106701 TGATTCCATTGGGCCATCCT 12 0218-0237 AUG 

106702 GCTGATTCCATTGGGCCATC 13 0220-0239 AUG 

106703 TAGCTGATTCCATTGGGCCA 14 0222-0241 AUG 

106704 TGTAGCTGATTCCATTGGGC 15 0224-0243 Codificación 

106705 CTGTAGAGCTGATGGAGCTG 16 0269-0288 Codificación 

106706 CCCAATCTTGACTCTCAATC 17 0331-0350 Codificación 

106707 CCCAGGAGATTATGAAACAC 18 0386-0405 Codificación 

106708 ACATTCGACTCTTGCAGGAA 19 0431-0450 Codificación 

106709 TCTGAAGAAACTGCTTGATT 20 0475-0494 Codificación 

106710 GGCCACAATCCGGGCAATCT 21 0519-0538 Codificación 

106711 TGGCTGCAGTCTGTAGAAGG 22 0562-0581 Codificación 

106712 CTGCTCCAGCATCTGCTGCT 23 0639-0658 Codificación 

106713 TTTCTGTTCTAGATCCTGCA 24 0684-0703 Codificación 

106714 TAGTTGAAATCAAAGTCATC 25 0728-0747 Codificación 

106715 TTCCATTCAGATCTTGCATG 26 0772-0791 Codificación 

106716 TCTGTTCCAGCTGCTGCATC 27 0817-0836 Codificación 

106717 TCACTCACGATGCTTCTCCG 28 0860-0879 Codificación 

106718 GAGTTTTCTGCACGTACTCC 29 0904-0923 Codificación 

106719 ATCTGTTGCCGCCTCTTCCA 30 0947-0968 Codificación 

106720 CTAGCCGATCTAGGCAGATG 31 0991-1010 Codificación 

106721 CGGGTCTGAAGTTGAGATTC 32 1034-1053 Codificación 

106722 CGGCCGGTGCTGTACAATGG 33 1110-1129 Codificación 

106723 TTTCATTAAGTTTCTGAACA 34 1155-1174 Codificación 

106724 AGGATGCATGGGCATGCAGG 35 1200-1219 Codificación 

106725 GACCAGCAACCTGACTTTAG 36 1260-1279 Codificación 

106726 ATGCACACTTTAATTTTAAG 37 1304-1323 Codificación 

106727 TTCCGGGATCCTCTGAGAGC 38 1349-1368 Codificación 

106728 TTCCATGTTCATCACTTTTG 39 1392-1411 Codificación 

106729 GTCAAGTGTTTGAATTCTGC 40 1436-1455 Codificación 

106730 CAATCAGGGAAGCATCACAA 41 1495-1514 Codificación 
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Secuencia de nucleótidos de fosforotioato u oligodesoxinucleótidos STAT3 humanos  

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5’ - > 

3’) 

SEQ 
ID 
NO: 

Coordinados de nucleótidos de gen 
objetivo

2
 

Región de 
gen objetivo 

106731 TACACCTCGGTCTCAAAGGT 42 1538-1557 Codificación 

106732 TGACAAGGAGTGGGTCTCTA 43 1581-1600 Codificación 

106733 CGCCCAGGCATTTGGCATCT 44 1626-1645 Codificación 

106734 CATTCTTGGGATTGTTGGTC 45 1669-1688 Codificación 

106735 CACTTGGTCCCAGGTTCCAA 46 1713-1732 Codificación 

106736 CCCGCTTGGTGGTGGACGAG 47 1756-1775 Codificación 

106737 AGTTCACACCAGGCCCTAGG 48 1816-1835 Codificación 

106738 GTTTTCTTTGCAGAAGTTAG 49 1860-1879 Codificación 

106739 ATATTGTCTAGCCAGACCCA 50 1904-1923 Codificación 

106740 AACCCATGATGTACCCTTCA 51 1963-1982 Codificación 

106741 GCTTAGTGCTCAAGATGGCC 52 2005-2024 Codificación 

106742 GCTGCTTTCACTGAAGCGCA 53 2043-2062 Codificación 

106743 GTGAAAGTGACGCCTCCTTC 54 2066-2085 Codificación 

106744 CTGATGTCCTTCTCCACCCA 55 2087-2106 Codificación 

106745 ACTGGATCTGGGTCTTACCG 56 2107-2126 Codificación 

106746 AAATGACATGTTGTTCAGCT 57 2151-2170 Codificación 

106747 GCCCATGATGATTTCAGCAA 58 2169-2188 Codificación 

106748 TATTGGTAGCATCCATGATC 59 2194-2213 Codificación 

106749 ATAGACAAGTGGAGACAACA 60 2217-2236 Codificación 

106750 TTGGGAATGTCAGGATAGAG 61 2237-2256 Codificación 

106751 CTCCTGGCTCTCTGGCCGAC 62 2280-2299 Codificación 

106752 ACCTGGGTCAGCTTCAGGAT 63 2301-2320 Codificación 

106753 CACAGATAAACTTGGTCTTC 64 2338-2357 Codificación 

106754 ATCGGCAGGTCAATGGTATT 65 2378-2397 Codificación 

106755 CCAAACTGCATCAATGAATC 66 2414-2433 Codificación 

106756 GGTTCAGCACCTTCACCATT 67 2438-2457 Codificación 

106757 GAGGGACTCAAACTGCCCTC 68 2466-2485 Codificación 

106758 CAACTCCATGTCAAAGGTGA 69 2484-2503 Codificación 

106759 TTCTCAGCTCCTCACATGGG 70 2525-2544 Detención 

106760 CGTTCTCAGCTCCTCACATG 71 2527-2546 Detención 

106761 TCCGTTCTCAGCTCCTCACA 72 2529-2548 Detención 

106762 CTTCCGTTCTCAGCTCCTCA 73 2531-2550 Detención  

106763 AGCTTCCGTTCTCAGCTCCT 74 2533-2552 Detención 
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Secuencia de nucleótidos de fosforotioato u oligodesoxinucleótidos STAT3 humanos  

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5’ - > 

3’) 

SEQ 
ID 
NO: 

Coordinados de nucleótidos de gen 
objetivo

2
 

Región de 
gen objetivo 

106764 AGAATGCAGGTAGGCGCCTC 75 2569-2588 3´-UTR 

106765 ACCACAAAGTTAGTAGTTTC 76 2623-2642 3´-UTR 

106766 TGCTCAAAGATAGCAGAAGT 77 2665-2684 3´-UTR 

106767 ATTCACTCATTTCTCTATTT 78 2701-2720 3´-UTR 

106768 CATTTAGATAAAAGCAGATC 79 2727-2746 3´-UTR 

106769 ACATCCTTATTTGCATTTAG 80 2740-2759 3´-UTR 

106770 GATCATGGGTCTCAGAGAAC 81 2760-2779 3´-UTR 

1
 Los residuos “C" son 5-metil-citosinas; todos los enlaces son enlaces fosforotioato. 

2
 Coordenadas de GenBank

®
 Accession No. L29277, nombre de locus  "HUMAPRF", SEQ ID NO: 1. 

 

Tabla 2: 

Secuencia de nucleótidos de fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos de STAT3 humanos (con brecha 
desoxi)

 

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5’ - > 

3’) 

SEQ 
ID 
NO: 

Coordinados de nucleótidos de 
gen objetivo

2
 

Región de 
gen objetivo 

106771 GTCTGCGCCGCCGCCCCGAA 2 0010-0029 5’-UTR 

106772 GGCCGAAGGGCCTCTCCGAG 3 0130-0149 5’-UTR 

106773 TCCTGTTTCTCCGGCAGAGG 4 0202-0221 AUG 

106774 CATCCTGTTTCTCCGGCAGA 5 0204-0223 AUG 

106775 GCCATCCTGTTTCTCCGGCA 6 0206-0225 AUG 

106776 GGGCCATCCTGTTTCTCCGG 7 0208-0227 AUG 

106777 TTGGGCCATCCTGTTTCTCC 8 0210-0229 AUG 

106778 CATTGGGCCATCCTGTTTCT 9 0212-0231 AUG 

106779 TCCATTGGGCCATCCTGTTT 10 0214-0233 AUG 

106780 ATTCCATTGGGCCATCCTGT 11 0216-0235 AUG 

106776 GGGCCATCCTGTTTCTCCGG 7 0208-0227 AUG 

106777 TTGGGCCATCCTGTTTCTCC 8 0210-0229 AUG 

106778 CATTGGGCCATCCTGTTTCT 9 0212-0231 AUG 

106779 TCCATTGGGCCATCCTGTTT 10 0214-0233 AUG 

106780 ATTCCATTGGGCCATCCTGT 11 0216-0235 AUG 

106781 TGATTCCATTGGGCCATCCT 12 0218-0237 AUG 

106782 GCTGATTCCATTGGGCCATC 13 0220-0239 AUG 

106783 TAGCTGATTCCATTGGGCCA 14 0222-0241 AUG 

106784 TGTAGCTGATTCCATTGGGC 15 0224-0243 Codificación 
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Secuencia de nucleótidos de fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos de STAT3 humanos (con brecha 
desoxi)

 

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5’ - > 

3’) 

SEQ 
ID 
NO: 

Coordinados de nucleótidos de 
gen objetivo

2
 

Región de 
gen objetivo 

106785 CTGTAGAGCTGATGGAGCTG 16 0269-0288 Codificación 

106786 CCCAATCTTGACTCTCAATC 17 0331-0350 Codificación 

106787 CCCAGGAGATTATGAAACAC 18 0386-0405 Codificación 

106788 ACATTCGACTCTTGCAGGAA 19 0431-0450 Codificación 

106789 TCTGAAGAAACTGCTTGATT 20 0475-0494 Codificación 

106790 GGCCACAATCCGGGCAATCT 21 0519-0538 Codificación 

106791 TGGCTGCAGTCTGTAGAAGG 22 0562-0581 Codificación 

106792 CTGCTCCAGCATCTGCTGCT 23 0639-0658 Codificación 

106793 TTTCTGTTCTAGATCCTGCA 24 0684-0703 Codificación 

106794 TAGTTGAAATCAAAGTCATC 25 0728-0747 Codificación 

106795 TTCCATTCAGATCTTGCATG 26 0772-0791 Codificación 

106796 TCTGTTCCAGCTGCTGCATC 27 0817-0836 Codificación 

106797 TCACTCACGATGCTTCTCCG 28 0860-0879 Codificación 

106798 GAGTTTTCTGCACGTACTCC 29 0904-0923 Codificación 

106799 ATCTGTTGCCGCCTCTTCCA 30 0947-0968 Codificación 

106800 CTAGCCGATCTAGGCAGATG 31 0991-1010 Codificación 

106801 CGGGTCTGAAGTTGAGATTC 32 1034-1053 Codificación 

106802 CGGCCGGTGCTGTACAATGG 33 1110-1129 Codificación 

106803 TTTCATTAAGTTTCTGAACA 34 1155-1174 Codificación 

106804 AGGATGCATGGGCATGCAGG 35 1200-1219 Codificación 

106805 GACCAGCAACCTGACTTTAG 36 1260-1279 Codificación 

106806 ATGCACACTTTAATTTTAAG 37 1304-1323 Codificación 

106807 TTCCGGGATCCTCTGAGAGC 38 1349-1368 Codificación 

106808 TTCCATGTTCATCACTTTTG 39 1392-1411 Codificación 

106809 GTCAAGTGTTTGAATTCTGC 40 1436-1455 Codificación 

106810 CAATCAGGGAAGCATCACAA 41 1495-1514 Codificación 

106811 TACACCTCGGTCTCAAAGGT 42 1538-1557 Codificación 

106812 TGACAAGGAGTGGGTCTCTA 43 1581-1600 Codificación 

106813 CGCCCAGGCATTTGGCATCT 44 1626-1645 Codificación 

106814 CATTCTTGGGATTGTTGGTC 45 1669-1688 Codificación 

106815 CACTTGGTCCCAGGTTCCAA 46 1713-1732 Codificación 

106816 CCCGCTTGGTGGTGGACGAG 47 1756-1775 Codificación 
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Secuencia de nucleótidos de fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos de STAT3 humanos (con brecha 
desoxi)

 

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5’ - > 

3’) 

SEQ 
ID 
NO: 

Coordinados de nucleótidos de 
gen objetivo

2
 

Región de 
gen objetivo 

106817 AGTTCACACCAGGCCCTAGG 48 1816-1835 Codificación 

106818 GTTTTCTTTGCAGAAGTTAG 49 1860-1879 Codificación 

106819 ATATTGTCTAGCCAGACCCA 50 1904-1923 Codificación 

106820 AACCCATGATGTACCCTTCA 51 1963-1982 Codificación 

106821 GCTTAGTGCTCAAGATGGCC 52 2005-2024 Codificación 

106822 GCTGCTTTCACTGAAGCGCA 53 2043-2062 Codificación 

106823 GTGAAAGTGACGCCTCCTTC 54 2066-2085 Codificación 

106824 CTGATGTCCTTCTCCACCCA 55 2087-2106 Codificación 

106825 ACTGGATCTGGGTCTTACCG 56 2107-2126 Codificación 

106826 AAATGACATGTTGTTCAGCT 57 2151-2170 Codificación 

106827 GCCCATGATGATTTCAGCAA 58 2169-2188 Codificación 

106828 TATTGGTAGCATCCATGATC 59 2194-2213 Codificación 

106829 ATAGACAAGTGGAGACAACA 60 2217-2236 Codificación 

106830 TTGGGAATGTCAGGATAGAG 61 2237-2256 Codificación 

106831 CTCCTGGCTCTCTGGCCGAC 62 2280-2299 Codificación 

106832 ACCTGGGTCAGCTTCAGGAT 63 2301-2320 Codificación 

106833 CACAGATAAACTTGGTCTTC 64 2338-2357 Codificación 

106834 ATCGGCAGGTCAATGGTATT 65 2378-2397 Codificación 

106835 CCAAACTGCATCAATGAATC 66 2414-2433 Codificación 

106836 GGTTCAGCACCTTCACCATT 67 2438-2457 Codificación 

106837 GAGGGACTCAAACTGCCCTC 68 2466-2485 Codificación 

106838 CAACTCCATGTCAAAGGTGA 69 2484-2503 Codificación 

106839 TTCTCAGCTCCTCACATGGG 70 2525-2544 Detención 

106840 CGTTCTCAGCTCCTCACATG 71 2527-2546 Detención 

106841 TCCGTTCTCAGCTCCTCACA 72 2529-2548 Detención  

106842 CTTCCGTTCTCAGCTCCTCA 73 2531-2550 Detención 

106843 AGCTTCCGTTCTCAGCTCCT 74 2533-2552 Detención 

106844 AGAATGCAGGTAGGCGCCTC 75 2569-2588 3´-UTR 

106845 ACCACAAAGTTAGTAGTTTC 76 2623-2642 3´-UTR 

106846 TGCTCAAAGATAGCAGAAGT 77 2665-2684 3´-UTR 

106847 ATTCACTCATTTCTCTATTT 78 2701-2720 3´-UTR 

106848 CATTTAGATAAAAGCAGATC 79 2727-2746 3´-UTR 
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Secuencia de nucleótidos de fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos de STAT3 humanos (con brecha 
desoxi)

 

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5’ - > 

3’) 

SEQ 
ID 
NO: 

Coordinados de nucleótidos de 
gen objetivo

2
 

Región de 
gen objetivo 

106849 ACATCCTTATTTGCATTTAG 80 2740-2759 3´-UTR 

106850 GATCATGGGTCTCAGAGAAC 81 2760-2779 3´-UTR 

1
 Los residuos resaltados 2’-metoxietoxi, residuos de 2’metoxietoxi citosina  y residuos 2’-OH citosina son 5-

metil-cotsinas; todos los enlaces son enlaces fosforotioato. 

2
 Coordenadas de GenBank

®
 Accession No. L29277, nombre de locus  "HUMAPRF", SEQ ID NO: 1. 

 

La actividad de los oligonucleótidos es probada por cuantificación de los niveles de ARNm de STAT3 por PCR en 
tiempo real utilizando el Sistema de Detección de Secuencias ABI PRISM™ 7700 (PE-Applied Biosystems, Foster 
City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este es un sistema de detección por fluorescencia no 
basado en gel en un tubo cerrado que permite una cuantificación de alto rendimiento de los productos de la reacción 5 
en cadena de polimerasa (PCR) en tiempo real. En oposición al PCR estándar, en el cual los productos de la 
amplificación son cuantificados después de que se termina la PCR, los productos en PCR en tiempo real son 
cuantificados a medida que se acumulan. Esto se logra incluyendo en la reacción de PCR una sonda de 
oligonucleótido que se fusiona específicamente entre los cebadores de PCR delantero y reverso, y contiene dos 
colorantes fluorescentes. Un colorante informador (por ejemplo, JOE o FAM, PE-Applied Biosystems, Foster City, 10 
CA) se une al extremo 5’ de la sonda y un colorante de detención (por ejemplo, TAMRA o MGB, PEApplied 
Biosystems, Foster City, CA) se une al extremo 3’ de la sonda. Cuando la sonda y los colorantes están intactos, la 
emisión del colorante informador es detenida por la proximidad del colorante de detención 3’. Durante la 
amplificación, la fusión de la sonda a la secuencia objetivo crea un sustrato que puede ser escindido por la actividad 
de la 5’-exonucleasa de la Taq polimerasa. Durante la fase de extensión del ciclo de amplificación de PCR, la 15 
escisión de la sonda por la Taq polimerasa libera el colorante informador del resto de la zona (y por lo tanto de la 
unidad estructural de detención) y se genera una señal fluorescente especifica de la secuencia. Con cada ciclo, se 
escinden moléculas de colorante informador adicionales de sus respectivas sondas, y la intensidad de la 
fluorescencia se monitorea a intervalo regulares (6 segundos) mediante una óptica láser incorporada en el sistema 
de Detección de Secuencias ABI PRISM™ 7700. En cada ensayo,  una serie de reacciones paralelas que contienen 20 
diluciones seriadas de ARNm de muestras de control no tratadas genera una curva estándar que se utiliza para 
cuantificar el porcentaje de inhibición después del tratamiento de oligonucleótido antisentido de las  muestras de 
prueba.  

El ARN aislado es sometido primero a una reacción de transcriptasa reversa para preparar ADN complementario 
(ADNc) a partir del ARN. El ADNc es el resultante del sustrato para PCR en tiempo real. Los reactivos de 25 
transcriptasa reversa y PCR en tiempo real son obtenidos de PE-Applied Biosystems, Foster City, CA. Las 
reacciones son llevadas a cabo agregando un coctel de PCR 25 1 (1xTAQMAN7 buffer A, 5.5 mM MgCl2, 300 M de 
cada uno de dATP, dCTP y dGTP, 600 M odedUTP, 100 nM de cada uno de cebador de inicio, cebador de retroceso 
y sonda, 20 U de inhibidor  seARN, 1.25 unidades de AMPLITAQ GOLD7, y 12.5 U de MuLV transcriptasa reversa) a 
placas de 96 pozos que contienen solución de ARNm poli (A) 25 1. La reacción de transcriptasa reversa se lleva a 30 
cabo por incubación durante 30 minutos a 48°C después de una incubación durante 10 minutos a 95°C para activar 
la AMPLITAQ GOLD7, se llevan a cabo 40 ciclos de un protocolo de PCR de dos etapas: 95°C durante 15 segundos 
(desnaturalización) seguidos por 60°C durante 1.5 minutos (fusión/extensión). 

Los cebadores de PCR de STAT3 y la sonda pueden ser diseñados utilizando software comercial (por ejempl u oligo 
5.0 o Primer Express

®
).  35 

Ejemplo 3: Secuencias de oligonucleótidos de STAT3 de ratón  

Los oligonucleótido antisentido fueron diseñados para apuntar a STAT3 de ratón. Los datos de las secuencias 
objetivo son de la secuencia de ADNc de STAT3 enviados por Zhong, Z.; número de acceso GenBank

®
 U06922, 

provisto aquí como SEQ ID NO: 82. Los oligonucleótidos fueron sintetizados com u oligonucleótidos quiméricos 
("oligómeros con brecha") de 20 nucleótidos de longitud, compuestos de una región central de "brechas" consistente 40 
de diez 2’-desoxinucleótidos, la cual está flanqueada en ambos lados (dirección 5’ y 3’) por "alas" de cinco 
nucleótidos. Las alas están compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) nucleótidos. Los enlaces internucleósido 
(esqueleto) son fosforotioato (P=S) a  lo largo del oligonucleótido. Todas la citosinas 2’-MOE fueron 5-metil-citosinas.  
Las secuencias de oligonucleótidos se muestran en la Tabla 3. La línea celular de linfoma B, BCL1 fue obtenida de 
ATCC (Manassas, VA). Las células BCL1 fueron cultivadas bajo condiciones estándar en medio RPMI 1640.  45 

Las células BCL1 (5 X 10
6 

células en PBS) fueron transfectadas con oligonucleótidos por electroporación, a  200V, 
1000 F utilizando un BTX Electro Cell Manipulator™ 600 (Genetronics, San Diego, CA). Para una selección inicial, 
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las células BCL1 fueron sometidas a electroporación con oligonucleótido 10 M, y el ARN fue recolectado 24 horas 
después. Las  muestras de control sin oligonucleótido fueron sometidas a las mismas condiciones de 
electroporación.  

El ARN celular total fue aislado utilizando el kit RNEASY7
®
 (Qiagen, Santa Clarita, CA). Los experimentos de 

protección de seARN fueron llevados a cabo utilizando kits RIBOQUANT™  y conjuntos de plantillas de acuerdo con 5 
las instrucciones del fabricante (Pharmingen, San Diego, CA). La transferencia Northern  fue llevada a cabo como lo 
describe Chiang, M-Y. et al. (J. Biol. Chem., 1991, 266, 18162-18171) utilizando una sonda de ADNc de rata 
preparada por la digestión con restricción Xho I/Sal I del plásmido psvsport-1 (ATCC, Rockville, MD). Los niveles de 
ARNm fueron cuantificados utilizando un Phosphorlmager™ (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).  

Tabla 3 10 

Secuencias de nucleótidos de fosforotioato u oligodesoxinucleótidos quiméricos STAT3 de ratón (con brecha 
desoxi) 

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5’ -> 

3’) 

SEQ 
ID 
NO: 

Coordenadas de nucleótidos de 
gen objetivo

2
 

Región de gen 
objetivo  

17136 GTTCCACTGAGCCATCCTGC 83 0064-0083 AUG 

17137 TTCAGGTAGCGTGTGTCCAG 84 0096-0115 Codificación  

17138 ATGTGACTCTTTGCTGGCTG 85 0205-0224 Codificación 

17139 CCAAGAGATTATGAAACACC 86 0233-0252 Codificación 

17140 GCTCCAACATCTGCTGCTTC 87 0485-0504 Codificación 

17141 GCTCTTCATCAGTCAGTGTC 88 0767-0786 Codificación 

17142 ATCTGACACCCTGAGTAGTT 89 1680-1699 Codificación 

17143 GCCAGACCCAGAAGGAGAAG 90 1742-1761 Codificación 

17144 CGCTCCTTGCTGATGAAACC 91 1827-1846 Codificación 

17145 AACTTGGTCTTCAGGTACGG 92 2178-2197 Codificación 

17146 ATCAATGAATCTAAAGTGCG 93 2253-2272 Codificación 

17147 TCAGCACCTTCACCGTTATT 94 2283-2302 Codificación 

17148 ACTCAAACTGCCCTCCTGCT 95 2309-2328 Codificación 

17149 GGTTTCAGCTCCTCACATGG 96 2374-2393 Parada 

17150 TAAAAAAAAAAATCTGGAAC 97 2485-2504 3´-UTR 

17151 AAGATAGCAGAAGTAGGAAA 98 2506-2525 3´-UTR 

17152 AAAAAGTGCCCAGATTGCCC 99 2527-2546 3´-UTR 

17153   ATCACCCACACTCACTCATT 100 2557-2645 3´-UTR 

17154 CCTTTGCCTCCCTTCTGCTC 101 2626-2645 3´-UTR 

17155 TGAAAAAGGAGGGCAGGCGG 102 2665-2684 3´-UTR 

17156 CACCAGGAGGCACTTGTCTA 103 2705-2724 3´-UTR 

17157 AACCTCCTGGGCTTAGTCCT 104 2822-2841 3´-UTR 

23176 AAAAAGTGCGCAGATTGCCC 105 Control con 1 base no coincidente 

23177 AAAAAGTCCGCTGATTGCCC 106 Control con 3 bases no coincidentes 

23178 AAAAACTCCGCTGAATGCCC 107 Control con 5 bases no coincidentes 
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Secuencias de nucleótidos de fosforotioato u oligodesoxinucleótidos quiméricos STAT3 de ratón (con brecha 
desoxi) 

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5’ -> 

3’) 

SEQ 
ID 
NO: 

Coordenadas de nucleótidos de 
gen objetivo

2
 

Región de gen 
objetivo  

1
 Todos los residuos citosina 2’-MOE son 5- metil-citosinas; todos los enlaces son enlaces fosforotioato. 

2
 Las coordenadas de GenBank

®
 Accession No. U06922, nombre de locus "MMU06922", SEQ ID NO: 82. 

Los resultados se muestran en la Tabla 4. Los oligonucleótidos 17138 (SEQ ID NO: 85), 17139 (SEQ ID NO: 86), 
17140 (SEQ ID NO: 87), 17143 (SEQ ID NO: 90), 17144 (SEQ ID NO: 91), 17152 (SEQ ID NO: 99), 17153 (SEQ ID 
NO: 100), 17156 (SEQ ID NO: 103), y 17157 (SEQ ID NO: 104) dieron más de 45% de inhibición en este ensayo. 

Tabla 4 

Inhibición de la expresión de ARNm de STAT3 de ratón en células BCL1 por fosforotioato u oligonucleótidos 
quiméricos (con brecha desoxi) 

ISIS No: SEQ ID NO: 
Región objetivo en 
gen 

% de expresión 
ARNm 

% de inhibición 
ARNm 

Control --- --- 100% 0% 

17136 83 AUG 75% 25% 

17137 84 Codificación 75% 25% 

17138 85 Codificación 37% 63% 

17139 86 Codificación 41% 59% 

17140 87 Codificación 40% 60% 

17141 88 Codificación 62% 38% 

17142 89 Codificación 70% 30% 

17143 90 Codificación 42% 58% 

17144 91 Codificación 55% 45% 

17145 92 Codificación 89% 11% 

17146 93 Codificación 91% 9% 

17147 94 Codificación 70% 30% 

17148 95 Codificación 69% 31% 

17149 96 Detención  70% 30% 

17150 97 3’-UTR 95% 5% 

17151 98 3’-UTR 92% 8% 

17152 99 3’-UTR 25% 75% 

17153 100 3’-UTR 44% 56% 

17154 101 3’-UTR 80% 20% 

17155 102 3’-UTR 78% 22% 

17156 103 3’-UTR 40% 60% 

17157 104 3’-UTR 53% 47% 

Ejemplo 4: Respuesta a la dosis de fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos antisentido (con brecha desoxi) 5 
efectos sobre niveles de proteína de STAT3 de ratón en células BCL1  
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Se escogió ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) para estudios posteriores. El efecto de este oligonucleótido sobre los 
niveles de proteína se determino por transferencia Western. La ISIS 23177 (SEQ ID NO: 106), una no coincidencia 
de 3 bases, se utilizó como control. Las células BCL1 fueron cultivadas, tratadas y procesadas esencialmente como 
se describió en el ejemplo 3. 

Los extractos nucleares fueron preparados como para las células B primarias y las líneas celulares de linfoma B 5 
como lo describe Karras, J.G., et al. (J. Exp. Med. , 1997, 185, 1035-1042).  

La transferencia Western fue llevada a cabo como lo describe Karras, J.G. et al. (J. Immunol., 1996, 157, 2299). Los 
anticuerpos STAT1 y STAT3 fueron obtenidos de UBI (Lake Placid, NY).  

Los resultados se muestran en la Tabla 5. La ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) redujo significativamente los niveles de 
proteína de STAT3 en comparación con un control no coincidente. 10 

Tabla 5 

Respuesta a dosis de células BCL1 a fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos de STAT3 (con brecha 
desoxi) 

ISIS # SEQ ID NO: 
Objetivo gen 
ASO 

Dosis 
% de expresión 
proteína 

% inhibición 
proteína 

Control --- --- --- 100% --- 

17152 99 3’-UTR 10 nM 41.7% 58.3% 

“ “ “ 15 nM 42.5% 57.5% 

“ “ “ 20 nM 26.5% 73.5% 

23177 106 Control 10 nM 75.1% 24.9% 

“ “ “ 15 nM 67.6% 32.4% 

“ “ “ 20 nM 62.6% 37.4% 

 

Ejemplo 5: Inhibición de proliferación de BCL1 por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos antisentido de STAT3 

(con brecha desoxi)  

Se determinó el efecto de ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) sobre la proliferación de BCL1. Las células BCL1 contienen 15 
STAT3 activo constitutivamente el cual se cree es responsable de su proliferación. Las células BCL1 (1 x 10

5
) fueron 

sometidas a electroporación esencialmente como se describe en el ejemplo 3 con 10 nm, 15 nm o 20 nm de STAT3 
(ISIS 17152) u oligonucleótido no coincidente (ISIS 23177). Las células fueron incubadas en placas de 96 pozos en 
RPMI completo 200 L durante 48 horas después de la electroporación. Los cultivos fueron pulsados con 1 Ci de [

3
H]-

timidina durante las 8 horas finales en cultivo. Las células fueron recolectadas y analizadas en cuanto a la 20 
incorporación de timidina como se describe en Francis, D.A. et al. (Int. Immunol., 1995, 7, 151-161).  

Los resultados se muestran en la Tabla 6. ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) redujo la proliferación de células BCL1 en 
aproximadamente 50%, mientras que el control no coincidente no tuvo efectos sobre la proliferación celular.  

Tabla 6 

Inhibición de la proliferación de células BCL1 con fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos de STAT3 (con 
brecha desoxi) 

ISIS # SEQ ID NO: 
Objetivo gen 
ASO 

Dosis 
% proliferación 
celular 

% inhibición 
celular 

Control --- --- --- 100% --- 

17152 99 3’-UTR 10 nM 78.5% 21.5% 

“ “ “ 15 nM 54.4% 45.6% 

“ “ “ 20 nM 50.2% 49.8% 

23177 106 Control 10 nM 117.0% --- 

“ “ “ 15 nM 99.7% 0.3% 
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Inhibición de la proliferación de células BCL1 con fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos de STAT3 (con 
brecha desoxi) 

ISIS # SEQ ID NO: 
Objetivo gen 
ASO 

Dosis 
% proliferación 
celular 

% inhibición 
celular 

“ “ “ 20 nM 107.0% --- 

 

Ejemplo 6: Inhibición de la secreción de IgM de BCL1 por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos antisentido de 

STAT3 (con brecha de desoxi)  

Se determinó el efecto de ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) sobre los niveles de secreción de IgM en células BCL1. La 
STAT3 ha sido implicada en la regulación de la expresión de IgM (Faris, M. , et al., Immunology, 1997, 90, 350-357). 5 
Las células BCL1 (1 x 10

6
) fueron sometidas a electroporación como se describió esencialmente en el ejemplo 3 con 

5 nm o 15 nm de STAT3 (ISIS 17152) u oligonucleótido no coincidente (ISIS 23177). Las células fueron incubadas 
en placas de 12 pozos en 2 mL de RPMI completo después de la electroporación. El medio fue reemplazado con 
medio fresco 24 horas después de la electroporación. Después de 48 horas adicionales, el medio de cultivo fue 
recolectado, centrifugado para eliminar las células y probado en cuanto al contenido de IgM utilizando el kit OPT-10 
EIA™ ELISA (Pharmingen, San Diego, CA) para capturar y detectar los anticuerpo IgM de ratón (Southern 
Biotechnology, Birmingham, AL).  

Los resultados se muestran en la Tabla 7. La ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) redujo significativamente la secreción de 
IgM en comparación el oligonucleótido de control no coincidente (ISIS 23177). 

Tabla 7 15 

Inhibición de la secreción de IgM en BCL1 por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos de STAT3 (con 
brecha desoxi) 

ISIS # SEQ ID NO: 
Objetivo gen 
ASO 

Dosis 
% de expresión 
IgM 

% inhibición 
IgM 

Control --- --- --- 100% --- 

17152 99 3’-UTC 5 nM 34.2% 65.8% 

“ “ “ 15 nM 23.1% 76.9% 

23177 106 Control 5 nM 110.0% --- 

“ “ “ 15 nM 80.8% 19.2% 

 

Ejemplo 7: Inducción de quimioquinas en células BCL1 después de tratamiento con fosforotioato nucleótidos 

quiméricos antisentido de STAT3 (con brecha desoxi)  

Se determinó el efecto de ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) sobre los niveles de quimioquina en células BCL1. Las 
células BCL1 fueron sometidas a electroporación esencialmente como se describe en el ejemplo 3 con 5 nm, 10 nm 20 
o 20 nm de STAT3 (ISIS 17152) u oligonucleótido no coincidente (ISIS 23177). La expresión del gen de quimioquina 
fue inducida en las células BCL1 sometidas a electroporación mediante la adición de 10 uM de un oligonucleótido 
que contenía CpG al medio 16 horas después de la electroporación. Los oligonucleótidos que contenían CpG son 
moléculas inmunoestimuladoras (Krieg, A.M., et al., Nature, 1995, 374, 546-549). Los niveles de quimioquina fueron 
medidos 8 horas después de utilizar el ensayo de protección de RNasa por métodos conocidos para los 25 
experimentados en la técnica con un conjunto de plantilla de quimioquina de ratón, Mck-5 (Pharmingen, San Diego, 
CA).  

Los resultados se  muestran en la Tabla 8. La ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) fue capaz de inducir la expresión de las 
quimoquinas RANTES, MIP-1-alfa y MIP-1-beta mientras que el control no coincidente tuvo efecto mínimo.  

Tabla 8 30 

Inducción de quimioquinas en células BCL1 después de tratamiento con fosforotioato u oligonucleótidos 
quiméricos de STAT3 (con brecha desoxi) 

ISIS # 
SEQ ID 
NO: 

Objetivo gen 
ASO 

Dosis 
% RANTES 
ARNm 

% MIPIa 
ARNm 

% MIPIb 
ARNm 

Control ---   100% 100% 100% 

17152 99 3’-UTR 5 nM 236% 201% 133% 

ES 2 521 599 T3

 



52 
 

“ “  10 nM 266% 258% 150% 

“ “  20 nM 257% 254% 159% 

23178 107 Control 5 nM 96% 123% 96.5% 

“ “ “ 10 nM 70.2% 116% 87.1% 

“ “ “ 20 nM 56% 106% 73.3% 

 

Ejemplo 8: Oligonucleótidos antisentido adicionales direccionados a STAT3 humana  

Un conjunto adicional de oligonucleótidos direccionados a SEQ ID NO: 1 fue diseñado y sintetizado com u 
oligonucleótidos quiméricos ("oligómeros con brecha")  de 20 nucleótidos de longitud, compuestos de una región 
"brecha" central consistente de diez  2’-desoxinucleótidos, la cual está flanqueada en ambos lados (direcciones 5’ y 5 
3’) por “alas” de cinco nucleótidos. Las alas están compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) nucleótidos (mostrados 
resaltados). Los enlaces internucleósido (esqueleto) son fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucleótido. Todas las 
citocinas 2’-MOE y citosina 2’-desoxi son 5-metilo citosinas. Estas secuencias de oligonucleótidos se muestran en la 
Tabla 9.  

Tabla 9 10 

Secuencias de nucleótidos de fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos adicionales (con brecha desoxi) 
direccionados a STAT3 humana 

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5´- > 

3´) 
Coordenadas de nucleótidos 
de gen objetivo

2
 

Región 
objetivo en gen 

SEQ ID 
NO: 

113169 ATGTGATTCTTTGCTGGCCG 357 5’ UTR 108 

113170 AGCTGATTCCATTGGGCCAT 221 AUG 109 

113171 CCAGGAGATTATGAAACACC 385 Codificación  110 

113172 ACCGTGTGTCAAGCTGCTGT 241 Codificación 111 

113173 CCATTGGGAAGCTGTCACTG 286 Codificación 112 

113174 TGTGATTCTTTGCTGGCCGC 356 Codificación 113 

113175 GCGGCTATACTGCTGGTCAA 411 Codificación 114 

113176 GCTCCAGCATCTGCTGCTTC 637 Codificación 115 

113177 GATTCTTCCCACAGGCACCG 539 Codificación 116 

113178 TGATTCTTCCCACAGGCACC 540 Codificación 117 

113179 ATCCTGAAGGTGCTGCTCCA 651 Codificación 118 

113180 CGGACATCCTGAAGGTGCTG 656 Codificación 119 

113181 CCCGCCAGCTCACTCACGAT 869 Codificación 120 

113182 AGTCAGCCAGCTCCTCGTCC 928 Codificación 121 

113183 CCAGTCAGCCAGCTCCTCGT 930 Codificación 122 

113184 CGCCTCTTCCAGTCAGCCAG 938 Codificación 123 

113185 GGCCGGTGCTGTACAATGGG 1109 Codificación 124 

113186 ATCCTCTCCTCCAGCATCGG 1127 Codificación 125 

113187 CCGCTCCACCACAAAGGCAC 1176 Codificación 126 

113188 CGTCCCCAGAGTCTTTGTCA 1324 Codificación 127 
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Secuencias de nucleótidos de fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos adicionales (con brecha desoxi) 
direccionados a STAT3 humana 

ISIS 
NO. 

Secuencia de nucleótidos
1
 (5´- > 

3´) 
Coordenadas de nucleótidos 
de gen objetivo

2
 

Región 
objetivo en gen 

SEQ ID 
NO: 

113189 TTGTGTTTGTGCCCAGAATG 1375 Codificación 128 

113190 GCTCGGCCCCCATTCCCACA 1472 Codificación 129 

113191 AGGCATTTGGCATCTGACAG 1621 Codificación 130 

113192 CTTGGGATTGTTGGTCAGCA 1665 Codificación 131 

113193 CTCGGCCACTTGGTCCCAGG 1719 Codificación 132 

113194 CCCCGCTTGGTGGTGGACGA 1757 Codificación 133 

113195 CCCCCGCTTGGTGGTGGACG 1758 Codificación 134 

113196 GGAGAAGCCCTTGCCAGCCA 1881 Codificación 135 

113197 TTCATTCCAAAGGGCCAAGA 1947 Codificación 136 

113198 CCCGCTCCTTGCTGATGAAA 1981 Codificación 137 

113199 GTGCTCAAGATGGCCCGCTC 2000 Codificación 138 

113200 CCCAAGTGAAAGTGACGCCT 2071 Codificación 139 

113201 ACCCAAGTGAAAGTGACGCC 2072 Codificación 140 

113202 CCGAATGCCTCCTCCTTGGG 2252 Codificación 141 

113203 GCCGACAATACTTCCCGAAT 2266 Codificación 142 

113204 GATGCTCCTGGCTCTCTGGC 2284 Codificación 143 

113205 TCAATGAATCTAAAGCGCGG 2404 Codificación 144 

113206 GACTCAAACTGCCCTCCTGC 2462 Codificación 145 

113207 ATCACCCACATTCACTCATT 2710 3’ UTR 146 

113208 AAAAGTGCCCAGATTGC 2682 3’ UTR 147 

113209 AAAAGTGCCCAGATTGCTCA 2679 3’ UTR 148 

113210 TAAAAGTGCCCAGATTGCTC 2680 3’ UTR 149 

113211 AAGCAGATCACCCACATTCA 2716 3’ UTR 150 

Estos oligonucleótidos fueron probados en células U266 acerca de su capacidad para reducir la expresión de STAT3 
en una concentración de oligonucleótido de 2.5 µM. Las líneas celulares de mieloma humano U266 (obtenidas 
originalmente de American Type Culture Collection) fueron mantenidas bajo condiciones estándar en medio RPMI 
1640 suplementado. Las células (15 x 10

6
 células en PBS) fueron transfectadas con oligonucleótidos a 200V con un 

pulso individual de 6 milisegundos utilizando un BTX Electro Square Porator T820 (Genetronics, San Diego CA). Las 5 
células fueron incubadas durante 24 horas antes de la extracción de ARN.  

El ARN celular total fue aislado utilizando el kit RNeasy
®
 (Qiagen, Santa Clarita, CA). El análisis por transferencia 

Northern fue llevado a cabo sobre 15 µg de ARN utilizando una sonda de ADNc preparada a partir de ARN MB-MDA 
468 por RT-PCR estándar seguido por una reacción de cebador anidado. Las señales fueron cuantificadas utilizando 
un Molecular Dynamics Phosphorimager™.  10 

Los resultados para compuestos seleccionados (expresados como porcentaje de expresión de ARNm de control y 
porcentaje de inhibición de la expresión de ARNm) se muestran en la Tabla 10. 
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Tabla 10 

Inhibición de la expresión de ARNm de STAT3 humana en células U266 por fosforotioato u oligonucleótidos 
quiméricos (con brecha desoxi) 

ISIS No: SEQ ID NO: 
Región objetivo en 
gen 

% expresión de 
ARNm 

% inhibición ARNm 

Ninguno --- --- 100 --- 

17148 95 Codificación  95. 1 4.9 

17152 99 3’ UTR 82.5 17.5 

113170 109 AUG 89.6 10.4 

113171 110 Codificación 110.2 --- 

113172 111 Codificación 96.1 3.9 

113173 112 Codificación 119 --- 

113175 114 Codificación 75.8 24.2 

113176 115 Codificación 72.3 27.7 

113178 117 Codificación 143-9 --- 

113181 120 Codificación 105.4 --- 

113184 123 Codificación 104.3 --- 

113187 126 Codificación 55.9 44.1 

113189 128 Codificación 163.9 --- 

113199 139 Codificación 64.4 35.6 

113207 146 3’ UTR 123.6 --- 

113209 148 3’ UTR 71.4 28.6 

113210 149 3’ UTR 72.2 27.8 

113211 150 3’ UTR 116.5 --- 

Los experimentos de respuesta a la dosis fueron llevados a cabo utilizando ISIS 113176, 129987, 113187, 129991, 
113209, 129995, 113210 y 129999 así como ISIS 17148 y el oligo ISIS 114054 de STAT3 de ratón. Como controles 
se uso una serie de oligonucleótidos no coincidentes ISIS 129987, ISIS 114505, ISIS 129991, ISIS 129995 y ISIS 
129999. Los resultados se muestran en la Tabla 11. 5 

Tabla 11 

Porcentaje de inhibición de la expresión de ARNm de STAT3 humana con oligonucleótidos antisentido-
respuesta a la dosis 

  Porcentaje de inhibición de la expresión de STAT3 

ISIS # SEQ ID NO: Concentración de oligo 

  2.5 µM 5 µM 10µM 

17148 95 8 54 60 

114054 403 4 17 15 

113176 115 33 67 79 

129987 404 5 5 29 
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113187 126 44 56 75 

129991 405 21 22 26 

113209 148 43 54 73 

129995 406 5 32 25 

113210 149 36 50 76 

129999 407 31 8 --- 

ISIS 17148 (SEQ ID 95), 113176 (SEQ ID 115), 113187 (SEQ ID 126), 113209 (SEQ ID 148) y 113210 (SEQ ID 149) 
redujeron la expresión de STAT3 en más del 50% en una o más concentraciones de oligonucleótidos. Estos 
compuestos son por lo tanto preferidos.  

Ejemplo 9: La inhibición antisentido de STAT3 produce muerte apoptópica celular en células de melanoma de ratón  

Se cultivaron células de melanoma de ratón B16 bajo condiciones estándar en medio RPMI 1640 suplementado (Life 5 
Technologies, Inc., Grand Island, NY).  

Las células fueron tratadas con ISIS 17152 (SEQ ID: 99), direccionadas a STAT3 de ratón, o con el control no 
coincidente de 3 bases, ISIS 28084 (AAAAAGAGGCCTGATTGCCC; SEQ ID NO: 151). Las células fueron 
transfectadas con oligonucleótidos utilizando el reactivo LipofectAMINE™ PLUSJ (GibcoBRL). El oligonucleótido fue 
precomplejado con LipofectAMINE™ PLUSJ mezclando el oligonucleótido con 100 ul de medio RPMI 1640 libre de 10 
suero, y subsecuentemente agregando 6 ul del reactivo LipofectAMINE™ PLUS.  

La mezcla fue mezclada exhaustivamente e incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se diluyeron 4 ul 
adicionales del reactivo LipofectAMINE™ PLUSJ a 100 ul en RPMI libre de suero. Esta LipofectAMINE™ PLUSJ 
diluida fue mezclada con la mezcla precomplejada de oligonucleótido/ LipofectAMINE™ PLUSJ incubado durante 15 
minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 800 l de RPMI 1640 libre de suero y la mezcla de oligonucleótido-15 
medio LipofectAMINE PLUSJ resultante (aproximadamente 1 ml) fue agregada a las células en una placa de 6 
pozos. Después de 3 horas de incubación, se agregó 1 ml de RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal al 
20%. Las concentraciones finales de oligonucleótidos fueron 200 nM o 300 nM.  

Las células fueron contadas 24 horas después de la transfección para determinar el efecto del tratamiento 
antisentido sobre la viabilidad celular. Las células fueron recolectadas 24 horas después de la transfección para 20 
análisis por transferencia Western, y 48 horas después de la transfección para tinción con Annexin-V para la 
apoptosis. Los efectos del oligonucleótido sobre el número de células se muestran en la Tabla 12.  

Tabla 12 

Efecto de inhibición antisentido de STAT3 sobre el número de células  

Expt 200 nM 300 nM 

 
ISIS 28084 (3 no 
coincidencias) 

ISIS 17152 
ISIS 28084 (3 no 
coincidencias) 

ISIS 17152 

1 10.2 x 10
5
 3.8 x 10

5
   

2 5.0 x 10
5
 6.8 x 10

5
 9.1 x 10

5
 3.5 x 10

5
 

3 3.5 x 10
5
 1.8 x 10

5
 3.3 x 10

5
 2.2 x 10

5
 

Los datos muestran que el tratamiento con el oligonucleótido antisentido de STAT3 da como resultado una muerte 
celular incrementada en comparación con el tratamiento con un oligo de control no coincidente.  25 

La apoptosis en las células  B16 fue medida 48 horas después del tratamiento antisentido por tinción con Annexin V-
PE (Clontech, Palo Alto, CA), seguido por análisis de citometría de flujo. La tinción positiva para Annexin-V es un 
indicador de apoptosis. Las células transfectadas Mock y tratadas con el oligonucleótido de control tenían 11% y 
10% de células positivas a Annexin-V, respectivamente. En contraste, las células tratadas con ISIS 17152 al 30% 
fueron positivas a Annexin-V, indicando un incremento de casi tres veces en el número de células apoptóticas. Debe 30 
anotarse que este incremento aparente es probablemente una subestimación del número de células que 
experimentaron apoptosis en respuesta al tratamiento con el oligo STAT3 puesto que se eliminan células muertas en 
el procesamiento de las células en el ensayo de apoptosis.  
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El análisis por transferencia Western fue llevado a cabo para detectar STAT3 utilizando métodos conocidos para los 
experimentados en la técnica sobre células recolectadas 24 horas después del tratamiento antisentido. El anticuerpo 
antiSTAT3 fue adquirido de K15, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA. La ISIS 17152 a 200 nM o 300 nM 
redujo significativamente la producción de proteína STAT3 en células B16.  

Ejemplo 10: Efecto de oligonucleótidos antisentido de STAT3 en linfocitos granulares grandes leucémicos (LGL)  5 

La leucemia LGL es una enfermedad linfoproliferativa con características autoinmunes y se conoce que las células 
LGL no sufren apoptosis dependiente de Fas, independientemente de los altos niveles de expresión de Fas y FasL 
(Lamy et al., Blood, 1998, 92, 4771-7). Los oligonucleótidos antisentido de STAT3 fueron probados en cuanto a su 
capacidad para sensibilizar las células LGL a las señales apoptóticas en estas células.  

Las células leucémica LGL fueron obtenidas de pacientes que satisficieron los criterios clínicos de leucemia LGL de 10 
células T (CD3+) con recuentos de LGL incrementados y reordenamientos genéticos TCR clónales. Todos los 
pacientes tenían enfermedad crónica que no requería tratamiento en el momento del análisis. Las células LGL 
leucémicas purificadas (2 x 10

6
) fueron sembradas en placas de 24 pozos en 0.5mL de medio completo (RPMI-1640 

suplementado, de Gibco Life Technologies, Gaithersburg, MD). Las células fueron incubadas bien sea con 
oligonucleótido antisentido ISIS 17148 (SEQ ID NO: 95) o el oligonucleótido de control, ISIS 16094 (SEQ ID NO: 15 
152). El oligonucleótido antisentido fue suministrado a células leucémicas LGL por consumo pasivo. No se utilizaron 
reactivos de transfección para la administración.  

Los extractos fueron preparados a partir de las células LGL cada una de tres pacientes tratados con una dosis de 1 
uM de oligonucleótidos antisentido de STAT3 (ISIS 17148, SEQ ID: 95) o de control no coincidente. Las 
inmunoprecipitaciones Western fueron ejecutadas para determinar los niveles de proteína de STAT3. Una reducción 20 
en los niveles de proteína de STAT3 vario de 25 a 45% en comparación con controles pareados tratados con el oligo 
no coincidente. 

La inducción de apoptosis en células LGL tratadas con oligonucleótidos antisentido de STAT3 (ISIS 17148, SEQ ID: 
95) o de control no coincidentes en dosis de 1, 2 y 5 uM fue medida por citometría de flujo. La apoptosis se 
incremento significativamente en las células tratadas con antisentido de STAT 3 y fue independiente de la dosis. Las 25 
mediciones del porcentaje de apoptosis específicas en reacciones en duplicado revelaron un incremento en la 
apoptosis desde aproximadamente 5% en células no tratadas a niveles de 6, 17 y 24% en células tratadas con 
STAT3 antisentido a 1, 2 y 5uM respectivamente. Los niveles de apoptosis en células tratadas con oligonucleótido 
de control permanecieron a aproximadamente 6% en todas las dosis. Se cree que la apoptosis fue activada a través 
de una ruta mediada por Fas. 30 

Ejemplo 11 

Inducción de apoptosis en la línea celular U266 de mieloma humano después de tratamiento con oligonucleótido 
antisentido de STAT3 

El mieloma múltiple (MM) es un trastorno hiperproliferativo. Estudios previos demuestran un incremento en la 
apoptosis en una línea celular U266 MM en respuesta a la expresión de un STAT3 negativo dominante que carece 35 
de un dominio de transactivación intacto. 

Los oligonucleótidos STAT3 antisentido ISIS 17148 (SEQ ID NO: 95) e ISIS 113176 (SEQ ID: 115) fueron probados 
en cuanto a su capacidad para incrementar la apoptosis en células U266 en comparación con un oligonucleótido de 
control no coincidente. Cantidades diversas de oligonucleótido fueron administradas a células cultivadas por 
transfección. Las células fueron recolectadas 48 horas después de la transfección para determinar los niveles de 40 
ARNm y proteína de STAT3 por transferencia Northern y Western, respectivamente. Una reducción en el ARNm y 
proteínas de STAT3 significativa dependiente de la dosis fue observada en respuesta a la administración de ambos 
oligonucleótidos antisentido de STAT3. El oligonucleótido de control no coincidente no tuvo efecto significativo sobre 
los niveles de ARNm o proteína de STAT3. 

Las células también fueron probadas en cuanto a un incremento en la apoptosis en respuesta a los oligonucleótidos 45 
antisentido de STAT3 por tinción con Annexin 5 y citometría de flujo cmo se describió anteriormente. 

Un incremento significativo en la apoptosis fue observada en las células transfectadas tanto con ISIS 17148 como 
con ISIS 113176. No se observo un cambio significativo en apoptosis en las células tratadas con el oligonucleótido 
de control no coincidente. 

Ejemplo 12 50 

Inhibición antisentido de STAT3 humano por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos que tienen alas 2’-MOE y 
una brecha desoxi  

De acuerdo con la presente invención, una serie adicional de oligonucleótidos fue diseñada para direccionar a 
diferentes regiones de la STAT3 humana, utilizando secuencias publicadas (número de acceso GenBank

®
 L29277, 
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incorporada aquí como SEQ ID NO: 1, el complemento de los nucleótidos 4189213 a 4263636 de la secuencia con 
el número de acceso GenBank

®  
NT_010755.13, incorporada aquí como SEQ ID NO: 153 y el número de acceso 

GenBank
®
  NM_139276.1, incorporado aquí como SEQ ID NO: 154). Los oligonucleótido se muestran en la Tabla 

13. El “sitio objetivo” indica el primer número de nucleótido (el más hacia 5’) sobre la secuencia objetivo particular a 
la cual se enlaza el oligonucleótido. Todos los compuestos en la Tabla 13 son oligonucleótidos quiméricos 5 
("oligómeros con brecha") de 20 nucleótidos de longitud, compuestos de una región de “brecha” central consistente 
de diez 2’-desoxinucleótidos, la cual está flanqueada en ambos lados (direcciones 5’ y 3’) por “alas” de cinco 
nucleótidos. Las alas están compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) nucleótidos. Los enlaces internucleósidos 
(esqueleto) son fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucleótido.  Todos los residuos citidina son 5-metilcitidinas.  

Los compuestos fueron analizados en cuanto a su efecto sobre los niveles de ARNm de STAT3 en células A549. La 10 
línea celular A549 de carcinoma pulmonar humano fue obtenida del American Type Culture Collection (ATCC) 
(Manassas, VA). Las células A549 fueron cultivadas de manera rutinaria en medio basal de DMEM (Invitrogen Life 
Technologies, Carlsbad, CA) suplementado con suero bovino fetal al 10% (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, 
CA), 100 unidades/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las 
células fueron pasadas de manera rutinaria por tripsinización y dilución cuando alcanzaron 90% de confluencia. 15 

La ISIS 18078 fue utilizada com u oligonucleótido de control y fue utilizada a 75 nM. La ISIS 18078 
(GTGCGCGCGAGCCCGAAATC, SEQ ID NO: 155) es un oligonucleótido quimérico ("oligómeros con brecha") de 20 
nucleótidos de longitud, compuesto de una región central “de brecha” consistente de nueve 2’-desoxinucleótidos, la 
cual está flanqueada en ambos lados (direcciones 5’ y 3’) por “alas” de cinco nucleótidos y seis nucleótidos, 
respectivamente. Las alas están compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) nucleótidos. Los enlaces internucleósido 20 
(esqueleto) son fosforotioato  (P=S) a lo largo del oligonucleótido. Todos los residuos de citidina son 5-metilcitidinas.  

Cuando las células alcanzaron 65 - 75% de confluencia, fueron tratadas con el oligonucleótido. Para células 
cultivadas en placas de 96 pozos, los pozos fueron lavados una vez con 100 L de medio de suero reducido OPTI-
MEM-1™ (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) y luego tratadas con 130 L de OPTI-MEM-1™ que contenía 
3.75 g/mL de LIPOFECTIN™ (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) y 75 nM de los compuestos de la Tabla 25 
13. Las células fueron tratadas y los datos fueron obtenidos en duplicado. Células no tratadas sirvieron como 
controles. Después de 4 – 7 horas del tratamiento a 37°C , el medio fue reemplazado con medio fresco. Las células 
fueron recolectadas 16 – 24 horas después del tratamiento con el oligonucleótido. Los niveles de ARNm de STAT3 
en las células A549 fueron cuantificados por PSR en tiempo real como se describió por otros métodos aquí. 

Las sondas y cebadores para STAT3 humana fueron diseñadas para hibridar a una secuencia de STAT3 humana, 30 
utilizando información de secuencia publicada (incorporada aquí como SEQ ID NO: 1). Para el conjunto 199 de 
sonda de cebador (PPS199) los cebadores de PCR fueron: cebador de avance: ACATGCCACTTTGGTGTTTCATAA 
(SEQ ID NO: 156) cebador reverso: TCTTCGTAGATTGTGCTGATAGAGAAC (SEQ ID NO: 157) y la sonda de PCR 
fue: FAM-CAGTATAGCCGCTTCCTGCAAGAGTCGAA-TAMRA (SEQ ID NO: 158) donde  FAM es el colorante 
informador fluorescente y TAMRA es el colorante de detención. Las cantidades objetivo de gen obtenidas por RT-35 
PCR en tiempo real son normalizadas cuantificando el ARN total usando RiboGreen™ (Molecular Probes, Inc. 
Eugene, OR). En esta prueba, 170 mL de reactivo de trabajo RiboGreen™  (reactivo RiboGreen™ diluido 1:350 en 
Tris HCl, 1 mM EDTA, Ph 7.5 10 mM) se pipetea en una placa de 96 pozos que contiene 30 µL de ARN celular 
purificado. La placa es leída en un  CitoFluor

®
 4000 (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) con excitación a 485 

nm y emisión a 530 nm.  40 

Los resultados de los tratamientos con oligonucleótidos antisentido son el promedio de 2 experimentos y se 
muestran en la Tabla 13. Los datos están expresados como porcentaje de inhibición con respecto a las células de 
control no tratadas.  

Tabla 13 

Inhibición de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos que tienen 
alas 2´MOE con una brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID 
NO 
objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ 
ID NO 

337245 intrón 153 6814 AGCCTCTGCACCCTCATGTT 77 159 

337246 intrón 153 6868 CTCCTAAATTAAGAACTTCT 37 160 

337247 intrón 153 14801 TTTTGCATGATGTAACCACT 87 161 

337248 intrón 153 34820 TATTGAAAATTATCTAATTC 0 162 

337249 Codificación  153 40369 TTGGGCCATCCTGCTAAAAT 48 163 
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Inhibición de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos que tienen 
alas 2´MOE con una brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID 
NO 
objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ 
ID NO 

337250 exón:intró 153 50156 ATTCACTTGCCTCCTTGACT 51 164 

337251 intrón:exón 153 51124 ATGCCCTTACTCTCCGCATC 74 165 

337252 exón:intrón 153 59140 CTGAACTTACCCTCTGAGAG 60 166 

337253 exón:intrón 153 64176 AAATGCGGACCCAAGAGTTT 49 167 

337254 5’UTR 1 56 CTTGTTCCCTCGGCTGCGAC 57 168 

337255 5’UTR 1 79 GCCTGTCCAGGATCCGGTTG 75 169 

337256 5’UTR 1 126 GAAGGGCCTCTCCGAGCCGA 67 170 

337257 5’UTR 1 148 GGCGGCGAGGCTCCCTCAGG 80 171 

337258 5’UTR 1 193 TCCGGCAGAGGCCGAGAGGC 56 172 

337259 5’UTR 154 225 CCATCCTGCTAAAATCAGGG 58 173 

337260 5’UTR 154 233 CCATTGGGCCATCCTGCTAA 62 174 

337261 Codificación 1 235 TGTCAAGCTGCTGTAGCTGA 79 175 

337262 Codificación 1 299 AACTGCCGCAGCTCCATTGG 74 176 

337263 Codificación 1 326 TCTTGACTCTCAATCCAAGG 79 177 

337264 Codificación 1 339 CGCATATGCCCAATCTTGAC 81 178 

337265 Codificación 1 426 CGACTCTTGCAGGAAGCGGC 92 179 

337266 Codificación 1 453 TCGTAGATTGTGCTGATAGA 61 180 

337267 Codificación 1 470 AGAAACTGCTTGATTCTTCG 62 181 

337268 Codificación 1 484 GATACCTGCTCTGAAGAAAC 75 182 

337269 Codificación 1 491 TTCTCAAGATACCTGCTCTG 74 183 

337270 Codificación 1 496 TTGGCTTCTCAAGATACCTG 89 184 

337271 Codificación 1 541 GTGATTCTTCCCACAGGCAC 85 185 

337272 Codificación 1 629 ATCTGCTGCTTCTCCGTCAC 74 186 

337273 Codificación 1 634 CCAGCATCTGCTGCTTCTCC 73 187 

337274 Codificación 1 647 TGAAGGTGCTGCTCCAGCAT 74 188 

337275 Codificación 1 683 TTCTGTTCTAGATCCTGCAC 82 189 

337276 Codificación 1 708 CTGGAGATTCTCTACCACTT 91 190 

337277 Codificación 1 716 AAGTCATCCTGGAGATTCTC 79 191 

337278 Codificación 1 721 AATCAAAGTCATCCTGGAGA 69 192 

337279 Codificación 1 726 GTTGAAATCAAAGTCATCCT 78 193 

337280 Codificación 1 731 TTATAGTTGAAATCAAAGTC 45 194 

337281 Codificación 1 736 GGGTTTTATAGTTGAAATCA 16 195 

ES 2 521 599 T3

 



59 
 

Inhibición de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos que tienen 
alas 2´MOE con una brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID 
NO 
objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ 
ID NO 

337282 Codificación 1 741 CTTGAGGGTTTTATAGTTGA 58 196 

337283 Codificación 1 746 TGACTCTTGAGGGTTTTATA 71 197 

337284 Codificación 1 751 CTCCTTGACTCTTGAGGGTT 91 198 

337285 Codificación 1 756 CATGTCTCCTTGACTCTTGA 78 199 

337286 Codificación 1 768 ATTCAGATCTTGCATGTCTC 77 200 

337287 Codificación 1 779 TGGTTGTTTCCATTCAGATC 82 201 

337288 Codificación 1 790 TGGTCACTGACTGGTTGTTT 84 202 

337289 Codificación 1 812 TCCAGCTGCTGCATCTTCTG 83 203 

337290 Codificación 1 822 GAGCATCTGTTCCAGCTGCT 80 204 

337291 Codificación 1 848 CTTCTCCGCATCTGGTCCAG 66 205 

337292 Codificación 1 899 TTCTGCACGTACTCCATCGC 81 206 

337293 Codificación 1 925 CAGCCAGCTCCTCGTCCGTG 92 207 

337294 Codificación 1 935 CTCTTCCAGTCAGCCAGCTC 75 208 

337295 Codificación 1 941 TGCCGCCTCTTCCAGTCAGC 82 209 

337296 Codificación 1 999 CCAGTTTTCTAGCCGATCTA 80 210 

337297 Codificación 1 1006 ACGTTATCCAGTTTTCTAGC 72 211 

337298 Codificación 1 1025 AGTTGAGATTCTGCTAATGA 74 212 

337299 Codificación 1 1030 TCTGAAGTTGAGATTCTGCT 80 213 

337300 Codificación 1 1085 CCTTTGTAGGAAACTTTTTG 23 214 

337301 Codificación 1 1162 AGGCACTTTTCATTAAGTTT 73 215 

337302 Codificación 1 1262 TTGACCAGCAACCTGACTTT 61 216 

337303 Codificación 1 1286 AGCTGATAATTCAACTCAGG 85 217 

337304 Codificación 1 1291 TTTTAAGCTGATAATTCAAC 15 218 

337305 Codificación 1 1297 CTTTAATTTTAAGCTGATAA 25 219 

337306 Codificación 1 1302 GCACACTTTAATTTTAAGCT 77 220 

337307 Codificación 1 1307 TCAATGCACACTTTAATTTT 53 221 

337308 Codificación 1 1364 CCCAGAATGTTAAATTTCCG 70 222 

337309 Codificación 1 1414 AGAGGCTGCCGTTGTTGGAT 73 223 

337310 Codificación 1 1433 AAGTGTTTGAATTCTGCAGA 73 224 

337311 Codificación 1 1452 TCTCTGCTCCCTCAGGGTCA 61 225 

337312 Codificación 1 1517 ATCAGGTGCAGCTCCTCAGT 78 226 

337313 Codificación 1 1522 AGGTGATCAGGTGCAGCTCC 61 227 
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Inhibición de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos que tienen 
alas 2´MOE con una brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID 
NO 
objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ 
ID NO 

337314 Codificación 1 1527 CTCAAAGGTGATCAGGTGCA 75 228 

337315 Codificación 154 1571 GAGGCCTTGGTGATACACCT 46 229 

337316 Codificación 154 1579 TCAATCTTGAGGCCTTGGTG 59 230 

337317 Codificación 154 1584 CTAGGTCAATCTTGAGGCCT 55 231 

337318 Codificación 1 1569 GGTCTCTAGGTCAATCTTGA 74 232 

337319 Codificación 1 1577 AAGGAGTGGGTCTCTAGGTC 38 233 

337320 Codificación 154 1602 CTGGCAAGGAGTGGGTCTCT 74 234 

337321 Codificación 154 1609 ACCACAACTGGCAAGGAGTG 80 235 

337322 Codificación 1 1609 TCTGACAGATGTTGGAGATC 69 236 

337323 Codificación 1 1614 TGGCATCTGACAGATGTTGG 79 237 

337324 Codificación 1 1619 GCATTTGGCATCTGACAGAT 79 238 

337325 Codificación 1 1667 TTCTTGGGATTGTTGGTCAG 75 239 

337326 Codificación 1 1778 GTCAGCTGCTCGATGCTCAG 78 240 

337327 Codificación 154 1823 TCCCAAGAGTTTCTCTGCCA 84 241 

337328 Codificación 1 1838 CATGTGATCTGACACCCTGA 85 242 

337329 Codificación 1 1843 TAGCCCATGTGATCTGACAC 88 243 

337330 Codificación 154 1885 GCCATGTTTTCTTTGCAAAA 59 244 

337331 Codificación 1 1873 CCTTGCCAGCCATGTTTTCT 88 245 

337332 Codificación 1 1878 GAAGCCCTTGCCAGCCATGT 91 246 

337333 Codificación 154 1903 AAGGAGAAGCCCTTGCCAGC 90 247 

337334 Codificación 154 1908 CCCAGAAGGAGAAGCCCTTG 85 248 

337335 Codificación 154 1918 TCCAGCCAGACCCAGAAGGA 86 249 

337336 Codificación 1 2048 TCTTTGCTGCTTTCACTGAA 79 250 

337337 Codificación 1 2144 ATGTTGTTCAGCTGCTGCTT 76 251 

337338 Codificación 1 2149 ATGACATGTTGTTCAGCTGC 80 252 

337339 Codificación 1 2154 AGCAAATGACATGTTGTTCA 84 253 

337340 Codificación 1 2159 ATTTCAGCAAATGACATGTT 72 254 

337341 Codificación 1 2164 TGATGATTTCAGCAAATGAC 74 255 

337342 Codificación 1 2174 TTATAGCCCATGATGATTTC 81 256 

337343 Codificación 1 2179 TGATCTTATAGCCCATGATG 84 257 

337344 Codificación 1 2184 ATCCATGATCTTATAGCCCA 90 258 

337345 Codificación 1 2190 GGTAGCATCCATGATCTTAT 86 259 
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Inhibición de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos que tienen 
alas 2´MOE con una brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID 
NO 
objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ 
ID NO 

337346 Codificación 1 2232 AATGTCAGGATAGAGATAGA 55 260 

337347 Codificación 1 2246 GCCTCCTCCTTGGGAATGTC 88 261 

337348 Codificación 154 2273 TCCGAATGCCTCCTCCTTGG 92 262 

337349 Codificación 154 2278 TACTTTCCGAATGCCTCCTC 65 263 

337350 Codificación 154 2283 GACAATACTTTCCGAATGCC 84 264 

337351 Codificación 1 2303 CTACCTGGGTCAGCTTCAGG 74 265 

337352 Codificación 1 2333 ATAAACTTGGTCTTCAGGTA 80 266 

337353 Codificación 1 2351 GTCGTTGGTGTCACACAGAT 81 267 

337354 Codificación 1 2356 TGCAGGTCGTTGGTGTCACA 62 268 

337355 Codificación 1 2361 ATTGCTGCAGGTCGTTGGTG 61 269 

337356 Codificación 1 2366 ATGGTATTGCTGCAGGTCGT 75 270 

337357 Codificación 1 2371 GGTCAATGGTATTGCTGCAG 71 271 

337358 Codificación 1 2381 GACATCGGCAGGTCAATGGT 77 272 

337359 Codificación 154 2423 CAATGAATCTAAAGTGCGGG 57 273 

337360 Codificación 154 2428 TGCATCAATGAATCTAAAGT 71 274 

337361 Codificación 1 2413 CAAACTGCATCAATGAATCT 61 275 

337362 Codificación 1 2418 ATTTCCAAACTGCATCAATG 69 276 

337363 Codificación 1 2456 AACTGCCCTCCTGCTGAGGG 63 277 

337364 Codificación 1 2469 GGTGAGGGACTCAAACTGCC 70 278 

337365 3’UTR 1 2550 CAGTCGTATCTTTCTGCAGC 84 279 

337366 3’UTR 1 2658 AGATAGCAGAAGTAGGAGAT 66 280 

337367 3’UTR 1 2678 AAAGTGCCCAGATTGCTCAA 82 281 

337368 3’UTR 1 2684 TTTTTAAAAGTGCCCAGATT 59 282 

337369 3’UTR 1 2713 CAGATCACCCACATTCACTC 88 283 

337370 3’UTR 1 2729 TGCATTTAGATAAAAGCAGA 78 284 

337371 3’UTR 1 2744 GAACACATCCTTATTTGCAT 76 285 

337372 3’UTR 1 2759 ATCATGGGTCTCAGAGAACA 88 286 

337373 3’UTR 154 2790 CACATCCCCTGATCATGGGT 70 287 

337374 3’UTR 154 2826 AGACATTTCCTTTTTCTCCC 67 288 

337375 3’UTR 154 2908 ACCAGGAGGCACTTGTCTAA 89 289 

337376 3’UTR 154 2914 GCAGGCACCAGGAGGCACTT 83 290 

337377 3’UTR 154 2941 GCTTACAGAAACAGGCAGAA 78 291 
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Inhibición de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos que tienen 
alas 2´MOE con una brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID 
NO 
objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ 
ID NO 

337378 3’UTR 154 2959 AGGTGGCCTGTGGCATTTGC 16 292 

337379 3’UTR 154 2971 GTATGTAGCTATAGGTGGCC 71 293 

337380 3’UTR 154 2983 GCAATGCCAGGAGTATGTAG 83 294 

337381 3’UTR 154 2992 TTAAAAAGTGCAATGCCAGG 86 295 

337382 3’UTR 154 3032 GGCTTAGATAGTCCTATCTT 84 296 

337383 3’UTR 154 3047 TAAAAAGAAACCTAGGGCTT 81 297 

337384 3’UTR 154 3108 ATACAGAAAGGCTATGCTGA 89 298 

337385 3’UTR 154 3121 TTAAGTTTCTTAAATACAGA 70 299 

Como se muestra en la Tabla 13, las SEQ ID Nos 159, 161, 165, 166, 169, 170, 171, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 
180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 
206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 215, 216, 217, 220, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 232, 234, 235, 236, 
237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 261, 
262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 283, 284, 285, 286, 5 
287, 288, 289, 290, 291, 293, 294, 295, 296, 297, 298 y 299 inhiben la expresión de STAT3 humana al menos en 
60%.  

Ejemplo 13 

Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’-MOE y una brecha 
desoxi  10 

De acuerdo con la presente divulgación, se diseño una serie adicional de oligonucleótidos para direccionar 
diferentes regiones de la STAT3 humana, utilizando secuencias publicadas (número de acceso GenBank

®
 L29277 

incorporada aquí como SEQ ID NO: 1, número de acceso GenBank
®
 NM_139276.1, incorporada aquí como SEQ ID 

NO: 154). Los oligonucleótidos se muestran en la Tabla 14. “Sitio objetivo” indica el primer número de nucleótido 
(más cercano a 5’) sobre la secuencia objetivo particular al cual se enlaza el oligonucleótido. Todos los compuestos 15 
de la Tabla 14 son oligonucleótidos quiméricos ("oligómeros con brecha") de 20 nucleótidos de longitud, compuestos 
de una región central “brecha” consistente de diez 2’-desoxinucleótidos, la cual está flanqueada en ambos lados 
(direcciones 5’ y 3’)  por “alas” de cinco nucleótidos. Las alas están compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) 
nucleótidos. Los enlaces internucleósido (esqueletos) son fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucleótido. Todos 
los residuos de citidina son 5-metilcitidinas.  20 

Los compuestos fueron probados en cuanto a sus efectos sobre la expresión de STAT3 humana en células A549. 
Las células fueron tratadas con 50 nM de oligonucleótidos antisentido mezclados con LIPOFECTIN™ 1.5 µL/mg. Las 
células fueron recolectadas aproximadamente 20 horas después de la transfección y se midió la expresión de ARNm 
de STAT3 utilizando PCR en tiempo real. Los datos son el promedio de 2 experimentos y se muestran en la Tabla 
14 como porcentaje de inhibición con respecto a las células de control no tratadas. 25 

Tabla 14 

Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una 
brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID 
NO 
objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ ID 
NO 

345752 Codificación  1 631 GCATCTGCTGCTTCTCCGTC 54 300 

345753 Codificación 1 633 CAGCATCTGCTGCTTCTCCG 40 301 

345754 Codificación 1 635 TCCAGCATCTGCTGCTTCTC 47 302 

345755 Codificación 1 636 CTCCAGCATCTGCTGCTTCT 22 303 
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Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una 
brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID 
NO 
objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ ID 
NO 

345756 Codificación 1 638 TGCTCCAGCATCTGCTGCTT 29 304 

345757 Codificación 1 641 TGCTGCTCCAGCATCTGCTG 37 305 

345758 Codificación 1 643 GGTGCTGCTCCAGCATCTGC 42 306 

345759 Codificación 1 645 AAGGTGCTGCTCCAGCATCT 35 307 

345760 Codificación 1 1663 TGGGATTGTTGGTCAGCATG 23 308 

345761 Codificación 1 1668 ATTCTTGGGATTGTTGGTCA 42 309 

345762 Codificación 1 1670 ACATTCTTGGGATTGTTGGT 42 310 

345763 Codificación 1 1671 CACATTCTTGGGATTGTTGG 43 311 

345764 Codificación 1 1673 TTCACATTCTTGGGATTGTT 35 312 

345765 Codificación 1 1675 AGTTCACATTCTTGGGATTG 27 313 

345766 Codificación 1 1677 GAAGTTCACATTCTTGGGAT 0 314 

345767 Codificación 1 380 AGATTATGAAACACCAAAGT 18 315 

345768 Codificación 1 382 GGAGATTATGAAACACCAAA 7 316 

345769 Codificación 1 384 CAGGAGATTATGAAACACCA 38 317 

345770 Codificación 1 387 TCCCAGGAGATTATGAAACA 46 318 

345771 Codificación 1 388 CTCCCAGGAGATTATGAAAC 19 319 

345772 Codificación 1 390 CTCTCCCAGGAGATTATGAA 32 320 

345773 Codificación 1 392 ATCTCTCCCAGGAGATTATG 20 321 

345774 Codificación 1 1872 CTTGCCAGCCATGTTTTCTT 43 322 

345775 Codificación 1 1874 CCCTTGCCAGCCATGTTTTC 26 323 

345776 Codificación 1 1876 AGCCCTTGCCAGCCATGTTT 57 324 

345777 Codificación 1 1880 GAGAAGCCCTTGCCAGCCAT 60 325 

345778 Codificación 1 1882 AGGAGAAGCCCTTGCCAGCC 73 326 

345779 Codificación 154 1904 GAAGGAGAAGCCCTTGCCAG 60 327 

345780 Codificación 1 1877 AAGCCCTTGCCAGCCATGTT 61 328 

345781 Codificación 1 1879 AGAAGCCCTTGCCAGCCATG 74 329 

345782 Codificación 154 1905 AGAAGGAGAAGCCCTTGCCA 52 330 

345783 Codificación 154 1907 CCAGAAGGAGAAGCCCTTGC 39 331 

345784 Codificación 154 1909 ACCCAGAAGGAGAAGCCCTT 48 332 

345785 Codificación 1 2247 TGCCTCCTCCTTGGGAATGT 69 333 

345786 Codificación 1 2249 AATGCCTCCTCCTTGGGAAT 3 334 

345787 Codificación 1 2251 CGAATGCCTCCTCCTTGGGA 54 335 
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Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una 
brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID 
NO 
objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ ID 
NO 

345788 Codificación 154 2274 TTCCGAATGCCTCCTCCTTG 42 336 

345789 Codificación 154 2275 TTTCCGAATGCCTCCTCCTT 1 337 

345790 Codificación 154 2277 ACTTTCCGAATGCCTCCTCC 26 338 

345791 Codificación 1 420 TTGCAGGAAGCGGCTATACT 24 339 

345792 Codificación 1 422 TCTTGCAGGAAGCGGCTATA 42 340 

345793 Codificación 1 424 ACTCTTGCAGGAAGCGGCTA 51 341 

345794 Codificación 1 425 GACTCTTGCAGGAAGCGGCT 60 342 

345795 Codificación 1 427 TCGACTCTTGCAGGAAGCGG 42 343 

345796 Codificación 1 428 TTCGACTCTTGCAGGAAGCG 51 344 

345797 Codificación 1 430 CATTCGACTCTTGCAGGAAG 50 345 

345798 Codificación 1 2176 TCTTATAGCCCATGATGATT 23 346 

345799 Codificación 1 2178 GATCTTATAGCCCATGATGA 36 347 

345800 Codificación 1 2180 ATGATCTTATAGCCCATGAT 30 348 

345801 Codificación 1 2182 CCATGATCTTATAGCCCATG 57 349 

345802 Codificación 1 2186 GCATCCATGATCTTATAGCC 51 350 

345803 Codificación 1 2188 TAGCATCCATGATCTTATAG 31 351 

345804 Codificación 1 2189 GTAGCATCCATGATCTTATA 11 352 

345805 3’UTR 154 3102 AAAGGCTATGCTGATACAGT 62 353 

345806 3’UTR 154 3104 AGAAAGGCTATGCTGATACA 46 354 

345807 3’UTR 154 3106 ACAGAAAGGCTATGCTGATA 56 355 

345808 3’UTR 154 3107 TACAGAAAGGCTATGCTGAT 46 356 

345809 3’UTR 154 3109 AATACAGAAAGGCTATGCTG 51 357 

345810 3’UTR 154 3110 AAATACAGAAAGGCTATGCT 27 358 

345811 3’UTR 154 3112 TTAAATACAGAAAGGCTATG 3 359 

345812 3’UTR 154 3114 TCTTAAATACAGAAAGGCTA 41 360 

345813 3’UTR 1 2753 GGTCTCAGAGAACACATCCT 56 361 

345814 3’UTR 1 2755 TGGGTCTCAGAGAACACATC 31 362 

345815 3’UTR 1 2757 CATGGGTCTCAGAGAACACA 68 363 

345816 3’UTR 1 2758 TCATGGGTCTCAGAGAACAC 42 364 

345817 3’UTR 1 2761 TGATCATGGGTCTCAGAGAA 65 365 

345818 3’UTR 1 2763 CCTGATCATGGGTCTCAGAG 22 366 

345819 3’UTR 154 2765 CCCCTGATCATGGGTCTCAG 38 367 
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Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una 
brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID 
NO 
objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ ID 
NO 

345820 Codificación 154 1912 CAGACCCAGAAGGAGAAGCC 40 368 

345821 Codificación 154 1914 GCCAGACCCAGAAGGAGAAG 52 90 

345822 Codificación 154 1916 CAGCCAGACCCAGAAGGAGA 49 369 

345823 Codificación 154 1917 CCAGCCAGACCCAGAAGGAG 64 370 

345824 Codificación 154 1919 GTCCAGCCAGACCCAGAAGG 54 371 

345825 Codificación 154 1920 TGTCCAGCCAGACCCAGAAG 43 372 

345826 Codificación 154 1922 ATTGTCCAGCCAGACCCAGA 29 373 

345827 Codificación 154 1924 ATATTGTCCAGCCAGACCCA 29 374 

345828 Codificación 1 2181 CATGATCTTATAGCCCATGA 40 375 

345829 Codificación 1 2183 TCCATGATCTTATAGCCCAT 26 376 

345830 Codificación 1 2185 CATCCATGATCTTATAGCCC 37 377 

345831 Codificación 1 2187 AGCATCCATGATCTTATAGC 34 378 

345832 Codificación 1 2191 TGGTAGCATCCATGATCTTA 30 379 

345833 Codificación 1 2192 TTGGTAGCATCCATGATCTT 18 380 

345834 Codificación 1 2196 GATATTGGTAGCATCCATGA 21 381 

106707 Codificación 1 386 CCCAGGAGATTATGAAACAC 19 18 

106712 Codificación 1 639 CTGCTCCAGCATCTGCTGCT 45 23 

106734 Codificación 1 1669 CATTCTTGGGATTGTTGGTC 39 45 

106748 Codificación 1 2194 TATTGGTAGCATCCATGATC 18 59 

106770 3’ UTR 1 2760 GATCATGGGTCTCAGAGAAC 34 81 

113171 Codificación 1 385 CCAGGAGATTATGAAACACC 47 110 

113176 Codificación 1 637 GCTCCAGCATCTGCTGCTTC 52 115 

113192 Codificación 1 1665 CTTGGGATTGTTGGTCAGCA 48 131 

113196 Codificación 1 1881 GGAGAAGCCCTTGCCAGCCA 68 135 

113202 Codificación 1 2252 CCGAATGCCTCCTCCTTGGG 66 141 

337265 Codificación 154 446 CGACTCTTGCAGGAAGCGGC 62 92 

337325 Codificación 154 1687 TTCTTGGGATTGTTGGTCAG 37 239 

337332 Codificación 154 1898 GAAGCCCTTGCCAGCCATGT 60 246 

337333 Codificación 154 1903 AAGGAGAAGCCCTTGCCAGC 58 247 

337335 Codificación 154 1918 TCCAGCCAGACCCAGAAGGA 59 249 

337344 Codificación 154 2204 ATCCATGATCTTATAGCCCA 46 258 

337345 Codificación 154 2210 GGTAGCATCCATGATCTTAT 36 259 
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Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una 
brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID 
NO 
objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ ID 
NO 

337348 Codificación 154 2273 TCCGAATGCCTCCTCCTTGG 68 262 

337372 3’ UTR 154 2779 ATCATGGGTCTCAGAGAACA 47 286 

337384 3’ UTR 154 3108 ATACAGAAAGGCTATGCTGA 44 298 

Ejemplo 14  

Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 de ratón, que tienen alas 2’-MOE y una brecha 
desoxi 

De acuerdo con la presente invención, se diseño una serie adicional de oligonucleótidos para direccionar diferentes 
regiones del ARN de STAT3 de ratón, utilizando secuencias publicadas (número de acceso GenBanK

®
 U06922.1, 5 

incorporado aquí como SEQ ID NO: 82, número de acceso GenBank
®
 U30709.1, incorporada aquí como SEQ ID 

NO: 382). Los oligonucleótidos se muestran en la Tabla 15. “Sitio objetivo” indica el primer número de nucleótido 
(más cerca de 5’) sobre la secuencia objetivo particular al cual se enlaza el oligonucleótido. Todos los compuestos 
en la Tabla 15 son oligonucleótidos quiméricos (“oligómeros con brecha”) de 20 nucleótidos de longitud, compuestos 
de una región “brecha” central consistente de diez 2’-desoxinucleótidos, la cual está flanqueada en ambos lados 10 
(direcciones 5’ y 3’) por “alas” de cinco nucleótidos. Las alas están compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) 
nucleótidos. Los enlaces internucleósido (esqueleto) son fosforotioato (P = S) a lo largo del oligonucleótido. Todos 
los residuos de citidina son 5-metilcitidinas.   

Tabla 15 

Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una 
brecha desoxi 

Isis # Region 
SEQ ID NO 
objetivo  

Sitio objetivo Secuencias  SEQ ID NO 

29800 Codificación 82 2213 TGGTATTGCTGCAGGTCGTT 383 

29801 Codificación 82 2224 CGGCAGGTCAATGGTATTGC 384 

29802 Codificación 82 2230 GGACATCGGCAGGTCAATGG 385 

29806 5’UTR 382 11 TTGTACCTCAGCGCGGACGC 386 

134027 Codificación  82 2309 ACTCAAACTGCCCTCCTGCT 95 

337354 Codificación 82 2204 TGCAGGTCGTTGGTGTCACA 268 

345821 Codificación 82 1742 GCCAGACCCAGAAGGAGAAG 90 

En una realización adicional, se diseño una serie adicional de oligonucleótidos para direccionar ARN de STAT3 de 15 
ratón, utilizando secuencias publicadas (número de acceso GenBanK

®
 U06922.1, incorporado aquí como SEQ ID 

NO: 82). Los compuestos se muestran en la Tabla 16. “Sitio objetivo” indica el primer número de nucleótido (más 
cerca a 5’) sobre la secuencia particular al cual se enlaza el compuesto. Todos los compuestos en la Tabla 16 son 
oligonucleótidos quiméricos compuestos de una región “brecha” consistente de doce 2’-desoxinucleótidos, la cual 
está flanqueada en ambos lados (direcciones 5’ y 3’) por “alas” consistentes de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) 20 
nucleótidos. Él número de 2’-MOE nucleótidos en las brechas varía desde una longitud de 2 a 5  nucleótidos, con los 
2’-desoxinucleótidos en tipografía plana y los 2’-MOE nucleótidos en tipografía resaltada. La estructura exacta de 
cada oligonucleótido está designada en la Tabla 16 como la estructura “alas”. Una designación 5~10~5, por ejemplo, 
indica que los primeros y los últimos 5 nucleótidos son nucleótidos 2’-MOE y los 10 nucleótidos centrales son 2’-
desoxinucleótidos. Los enlaces internucleósido (esqueletos) son fosforotioato (P = S) a lo largo del oligonucleótido. 25 
Los residuos citidina no  modificados están subcalificados; todos los otros residuos citidina son 5-metilcitidinas.   
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Tabla 16 

Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 de ratón, con alas 2’-MOE y una brecha 
desoxi  

ISIS # Region 
SEQ ID NO 
Objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
Estructura 
de ala 

SEQ ID 
NO 

133003 3’ UTR 82 2527 AAAAAGTGCCCAGATTGCCC 5~12~5 99 

346030 3’ UTR 82 2527 AAAAGTGCCCAGATTQCCC 4~10~5 387 

346031 3’ UTR 82 2528 AAAAGTGCCCAGATTGCC 4~10~4 388 

346032 3’ UTR 82 2528 AAAGTGCCCAGATTGCC 3~10~4 389 

En una realización adicional de la presente divulgación, se diseño una serie adicional de oligonucleótidos para 
direccionar diferentes regiones del ARN de STAT3 de ratón, utilizando secuencias publicadas (número de acceso 
GenBanK

®
 U06922.1, incorporada aquí como SEQ ID NO: 82. Los oligonucleótidos se muestran en la Tabla 17. 

“Sitio objetivo” indica el primer número de nucleótido (más cerca a 5’) en la secuencia particular al cual se enlaza el 5 
oligonucleótido. Todos los compuestos en la Tabla 17 están compuestos uniformemente de 2’-O-metoxietilo (2’-
MOE) nucleótidos. Los enlaces internucleósido (esqueletos) son fosforotioato (P = S) a lo largo del oligonucleótido y 
todos los residuos de citidina son 5-metilcitidinas.   

Tabla 17 

Oligonucleótidos 2’- MOE uniformes fosforotioados dirigidos a STAT3 de ratón 

Isis # Región 
SEQ ID NO 
objetivo 

Sitio objetivo Secuencia SEQ ID NO 

29803 Codificación 82 2253 ATCAATGAATCTAAAGTGCG 93 

29805 Codificación 82 2206 GCTGCAGGTCGTTGGTGTCA 390 

Ejemplo 15 10 

Inhibición antisentido de STAT3 humana por oligonucleótidos quiméricos que tienen alas 2’-MOE y una brecha 
desoxi: respuesta a dosis 

De acuerdo con la presente invención, un subconjunto de los oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 
humana fue investigado adicionalmente en estudios de respuesta a la dosis. Los compuestos fueron analizados en 
cuanto a su efecto sobre los niveles de ARNm de STAT3 humana en células T-24.  15 

La línea celular T-24 de carcinoma de células de vejiga fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC, 
Manassas, VA). Las células T-24 fueron cultivadas de manera rutinaria en medio basal de McCoy 5A completo 
suplementado con suero bovino fetal al 10%, 100 unidades por mL de penicilina y 100 microgramos por mL de 
estreptomicina (medios y suplementos de Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las células fueron pasadas 
rutinariamente por tripsinización y dilución cuando alcanzaron 90% de confluencia. Las células fueron sembradas en 20 
placas de 96 pozos ((Falcon-Primaria #3872, BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad de 7000 células/pozo 
para uso en experimentos de transfección por oligonucleótidos antisentido.  

Los oligonucleótidos de control usados fueron ISIS 129695 (TTCTACCTCGCGCGATTTAC, SEQ ID NO: 391), ISIS 
129694 (GTACAGTTATGCGCGGTAGA SEQ ID NO: 392), ISIS 129690 (TTAGAATACGTCGCGTTATG SEQ ID 
NO: 393), ISIS 129686 (CGTTATTAACCTCCGTTGAA SEQ ID NO: 394), ISIS 116847 25 
(CTGCTAGCCTCTGGATTTGA, SEQ ID NO: 395) e ISIS 113529 (CTCTTACTGTGCTGTGGACA SEQ ID NO: 396). 
Estos oligonucleótidos no direccionaron a STAT3 y fueron utilizados como controles negativos.  

Las células T-24 fueron tratadas con 18.75, 37.5, 75 o 150 nM de oligonucleótido mezclado con 3 ug/mL de 
LIPOFECTIN™ por 1.00 nM de oligonucleótido como está descrito en otros ejemplos aquí. Las células no tratadas 
sirvieron como control. Después de 16 horas de tratamiento, se preparó el ARN de las células para análisis 30 
subsecuente por PCR en tiempo real. 

Los niveles de expresión de ARNm de STAT3 fueron cuantificados por PCR en tiempo real utilizando el conjunto de 
sonda de cebador PPS199 y las cantidades objetivo en el gen fueron analizadas utilizando RiboGreen

® 
como se 

describió en otros ejemplos aquí. Los datos son promedio de 2 experimentos y se muestran en la Tabla 18. Una 
designación "-" o "+"  indica un descenso o incremento de la expresión de ARNm de STAT3, respectivamente, con 35 
respecto a las células de control no tratadas.  
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Tabla 18 

Inhibición de los niveles de ARNm de STAT3 humana por fosfotioato u oligonucleótidos quiméricos que 
tienen alas 2’-MOE y una brecha desoxi: respuesta a la dosis 

Porcentaje de cambio de expresión de STAT3 usando PPS199  

 Concentración de oligonucleótido 

Isis # SEQ ID NO 18.75 nM 37.5 nM 75 nM 150 nM 

106747 58 -37 -48 -71 -84 

337247 161 -23 -43 -62 -75 

337270 184 -29 -41 -67 -87 

337276 190 -40 -61 -76 -81 

337284 198 -49 -64 -69 -72 

337293 207 -26 -49 -66 -79 

337303 217 -44 -61 -69 -72 

337332 246 -63 -79 -87 -92 

337333 247 -48 -73 -82 -88 

337344 258 -27 -47 -63 -77 

337348 262 -61 -77 -82 -86 

337384 298 -40 -55 -71 -80 

129695 391 +5 +2 +8 0 

129694 392 +4 -3 -4 -10 

129690 393 +2 +7 +6 +8 

129686 394 +2 +1 -5 +1 

116847 395 +7 +4 +8 +5 

113529 396 +1 -1 -11 -26 

Como se muestra en la Tabla 18, los compuestos probados inhiben la expresión de ARNm de STAT3 humana en 
una forma dependiente de la dosis.  

La respuesta a la dosis fue repetida en células T-24 y se midieron cantidades de objetivo en el gen utilizando un 
conjunto de cebador-sonda diferente, llamado aquí PPS2033. El PPS2033 comprende sondas y cebadores para 5 
STAT3 humana que fueron diseñados para hibridar a una secuencia STAT3 humana, utilizando información de 
secuencia publicada (incorporada aquí como SEQ ID NO:154). Para PPS2033 los cebadores de PCR fueron: 
cebador de avance: GAGGCCCGCCCAACA (SEQ ID NO: 397) cebador reverso: 
TTCTGCTAATGACGTTATCCAGTTTT (SEQ ID NO: 398) y la sonda para PCR fue: FAM-CTGCCTAGATCGGC-
MGB (SEQ ID NO: 399) donde FAM es el colorante informador fluorescente y MGB es el colorante de detención. Las 10 
cantidades de objetivo de gen obtenidas por el PCR en tiempo real son normalizadas cuantificando el ARN total 
utilizando RiboGreen™ (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). Los oligonucleótidos de control usados fueron ISIS 
129695 (SEQ ID NO: 391), ISIS 129694 (SEQ ID NO: 392), ISIS 129690 (SEQ ID NO: 393), ISIS 129686 (SEQ ID 
NO: 394), ISIS 116847 (SEQ ID NO: 395) e ISIS 113529 (SEQ ID NO: 396).  

Las células T-24 fueron tratadas con 18.75, 37.5, 75, o 150 nM de oligonucleótido mezclado con 3 ug/mL de 15 
LIPOFECTIN™ por 100 nM de oligonucleótido como fue descrito en otros ejemplos aquí. Las células no tratadas 
sirvieron como controles. Después de 16 horas de tratamiento, se preparó ARN a partir de células para análisis 
subsecuente por PCR en tiempo real. 

Los niveles de expresión de ARNm de STAT3 humana fueron cuantificados por PCR en tiempo real utilizando el 
conjunto de cebador sonda PPS2033 y las cantidades objetivo de gen fueron analizadas utilizando RiboGreen

®
 20 

como se describe en otros ejemplos aquí. Los datos son promedios de 2 experimentos mostrados en la Tabla 19. 
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Una designación  "-" o "+"  indica un descenso o incremento de la expresión de ARNm de STAT3, respectivamente, 
con respecto a células de control no tratadas. 

Tabla 19 

Inhibición de los niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos que 
tiene alas 2’-MOE y una brecha desoxi: respuesta a la dosis 

Porcentaje de cambio de la expresión de STAT3 usando PPS2033 

  Concentración de oligonucleótido 

Isis # SEQ ID NO 18.75 nM 37.5 nM 75 nM 150 nM 

106747 58 -32 -48 -62 -76 

337247 161 +17 -21 -53 -69 

337270 184 -16 -27 -67 -87 

337276 190 -34 -58 -75 -81 

337284 198 -49 -62 -66 -68 

337293 207 -26 -49 -67 -79 

337303 217 -47 -59 -69 -71 

337332 246 -66 -79 -85 -91 

337333 247 -46 -70 -82 -90 

337344 258 -17 -37 -60 -76 

337348 262 -53 -76 -83 -86 

337384 298 -41 -59 -69 -80 

129695 391 -4 +2 +8 +3 

129694 392 +19 -1 +7 +2 

129690 393 +4 +10 +8 +11 

129686 394 +20 +16 +25 +9 

116847 395 +45 +33 +22 -2 

113529 396 +1 +12 -11 -24 

Como se muestra en la Tabla 19, la medición de las cantidades de gen objetivo utilizando PPS2033 demuestra que 
los compuestos probados inhiben la expresión de ARNm de STAT3 humana de una forma dependiente de la dosis. 5 

Se llevo a cabo un experimento adicional de respuesta a la dosis en células A549. Las células A549 fueron tratadas 
con 18.75, 37.5, 75, o 150 nM de oligonucleótido mezclado con 3 ug/mL de LIPOFECTIN™ por 100 nM de 
oligonucleótido como se describe en otros ejemplos aquí. Los oligonucleótidos de control fueron ISIS 129686 (SEQ 
ID NO: 394) e ISIS 129690 (SEQ ID NO: 393). Las células no tratadas sirvieron como control. Después de 16 horas 
de tratamiento, se preparó el ARN de células para el subsecuente análisis  por PCR en tiempo real.  10 

Los niveles de expresión de ARNm de STAT3 humana fueron cuantificados por PCR en tiempo real utilizando el 
conjunto cebador sonda PPS199 y las cantidades de objetivo en gen fueron normalizadas utilizando RiboGreen

®
 

como se describe en otros ejemplos aquí. Los datos son promedios de 2 experimentos mostrados en la Tabla 20. 
Una designación  "-" o "+"  en el resultado de respuesta a la dosis indica un descenso o incremento de la expresión 
de ARNm de STAT3, respectivamente, con respecto a las células de control no tratadas. 15 
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Tabla 20 

Inhibición de los niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos que 
tienen alas 2’-MOE y una brecha desoxi: respuesta a dosis 

Porcentaje de cambio de expresión de STAT3 en células A549 usando PPS199 

  Concentración de oligonucleótido 

Isis # SEQ ID NO 18.75 nM 37.5 nM 75 nM 150 nM 

106734 45 -2 -16 -56 -73 

337332 246 -31 -61 -77 -87 

337333 247 -8 -39 -59 -75 

337348 262 -26 -43 -55 -77 

129686 394 +27 +23 +22 +19 

129690 393 +30 +27 +16 +27 

Como se muestra en la Tabla 20, los compuestos probados inhiben la expresión de ARNm de STAT3 humana en 
células A549 de una manera dependiente de la dosis. 

Ejemplo 16 

Síntesis de ARN 5 

En general, la química de síntesis de ARN está basada en la incorporación selectiva de diversos grupos protectores 
en reacciones intermediarias estratégicas. Aquella persona de experiencia normal en la técnica entenderá el uso de 
los grupos protectores en la síntesis orgánica, una clase útil de grupos protectores incluye éteres de sililo. En 
particular se utilizan éteres de sililo voluminosos para proteger el 5’-hidroxilo en combinación con un grupo protector 
ortoéster lábil a los ácidos en el 2’-hidroxilo. Este conjunto de grupos protectores se usa entonces con tecnología de 10 
síntesis estándar en fase sólida. Es importante finalmente retirar el grupo protector otoéster lábil a ácidos después 
de todas las otras etapas sintéticas. Además, el uso temprano de grupos protectores sililo durante la síntesis 
asegura una fácil remoción cuando se desea, sin una desprotección indeseada del 2’-hidroxilo. 

Siguiendo este procedimiento para la protección secuencial del 5’-hidroxilo en combinación con la protección del 2’-
hidroxilo por grupos protectores que son retirados diferencialmente y son lábiles químicamente de manera 15 
diferenciada, se sintetizaron los oligonucleótidos de ARN. 

Los oligonucleótidos de ARN se sintetizan en una forma paso a paso. Cada nucleótido es agregado 
secuencialmente (en la dirección 3’ a 5’) a un oligonucleótido enlazado a un soporte sólido. El primer nucleósido en 
el extremo 3’ de la cadena se une covalentemente a un soporte sólido. El precursor nucleótido, una ribonucleósido 
fosforamidita y el activador son agregados, acoplando la segunda base en el extremo 5’ del primer nucleósido. El 20 
soporte es lavado y se cubre cualquier grupo 5’-hidroxilo que no ha reaccionado con anhídrido acético para producir 
unidades estructurales 5’- acetilo. El enlace es oxidado entonces al enlace P (V) más estable y finalmente deseado. 
En el extremo del ciclo de adición de nucleótidos, el grupo 5’-sililo es escindido con fluoruro. El ciclo se repite para 
cada nucleótido subsecuente. 

Después de la síntesis, los grupos protectores metilo en los fosfatos son escindidos en 30 minutos utilizando disodio-25 
2-carbamoil-2-cianoetilen-1,1-ditiolato trihidrato (S2Na2) 1 M en DMF. La solución de desprotección se lava del 
oligonucleótido enlazado al soporte sólido usando agua. El soporte es tratado entonces con metilamina al 40% en 
agua durante 10 minutos a 55°C. Esto libera los oligonucleótidos de ARN a la solución, desprotege las aminas 
exocíclicas, y modifica los grupos 2’. Los oligonucleótidos pueden ser analizados por HPLC por intercambio 
aniónico. 30 

Los grupos 2’-ortoéster son los últimos grupos protectores en ser removidos. El grupo protector ortoéster 
monoacetato de etilen glicol desarrollado por Dharmacon Research, Inc. (Lafayette, CO), es un ejemplo de un grupo 
protector ortoéster útil el cual tiene las siguientes propiedades importantes. En estable a las condiciones de la 
síntesis de oligonucleósido fosforamidita y a la síntesis de oligonucleótidos. Sin embargo, después de la síntesis de 
oligonucleótidos el oligonucleótido es tratado con metilo amina la cual no solamente escinde el oligonucleótido del 35 
soporte sólido sino que también retira los grupos acetilo de los ortoésteres. Los sustituyentes resultantes 2-etil-
hidroxilo sobre el ortoéster son menos ávidos de electrones que el precursor acetilado. Como resultado, el ortoéster 
modificado se hace más lábil a hidrólisis catalizada por ácido. Específicamente, la rata de escisión es 
aproximadamente 10 veces más rápida después de que los grupos acetilo son retirados. Por lo tanto, este ortoéster 
posee estabilidad suficiente con el fin de ser compatible con la síntesis de oligonucleótidos y aún más, cuando es 40 
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modificado subsecuentemente, permite llevar a cabo la desprotección bajo condiciones acuosas relativamente 
moderadas compatibles con el producto oligonucleótido de ARN final.  

Adicionalmente, son bien conocidos en el arte métodos para síntesis de ARN (Scaringe, S. A. Ph.D. Thesis, 
University of Colorado, 1996; Scaringe, S. A., et al., J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 11820-11821; Matteucci, M. D. y 
Caruthers, M. H. J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 3185-3191; Beaucage, S. L. y Caruthers, M. H. Tetrahedron Lett., 5 
1981, 22, 1859-1862; Dahl, B. J., et al., Acta Chem. Scand,. 1990, 44, 639-641; Reddy, M. P., et al., Tetrahedrom 
Lett., 1994, 25, 4311-4314; Wincott, F. et al., Nucleic Acids Res., 1995, 23, 2677-2684; Griffin, B. E., et al., 
Tetrahedron, 1967, 23, 2301-2313; Griffin, B. E., et al., Tetrahedron, 1967, 23, 2315-2331).   

Los compuestos antisentido de ARN (oligonucleótidos de ARN) de la presente invención pueden ser sintetizados por 
los métodos descritos aquí adquiridos en Dharmacon Research, Inc (Lafayette, Co). Una vez sintetizados, los 10 
compuestos antisentido de ARN complementarios pueden ser entonces fusionados por métodos conocidos en la 
técnica para formar compuestos antisentido de cadena doble (dúplex). Por ejemplo, pueden formase dúplex 
combinando 30 µl de cada una de las cadena complementarias de oligonucleótidos de ARN (solución de 
oligonucleótidos de ARN 50 uM) y 15 µl de regulador de fusión 5X (acetato de potasio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM 
pH 7.4, acetato de magnesio 2 mM) seguida por calentamiento durante 1 minuto a 40°C, y luego 1 hora a 37°C. Los 15 
compuestos antisentido dúplex resultantes pueden ser utilizado en kits, ensayos, selecciones, u otros métodos para 
investigar el papel de un ácido nucleico objetivo, o para propósitos de diagnóstico o terapéuticos. 

Ejemplo 17 

Diseño y selección de compuestos antisentido dúplex direccionados a STAT3 

De acuerdo con la presente divulgación, una serie de dúplex de ácido nucleico que comprenden los compuestos 20 
antisentido de la presente invención y sus complementos pueden ser diseñados para apuntar a STAT3. La 
secuencia de nucleobases de la cadena antisentido del dúplex comprende al menos una porción de un 
oligonucleótido direccionado a STAT3 como se divulga aquí. Los extremos de las cadenas pueden ser modificados 
mediante la adición de una o más nucleobases naturales o modificadas para formar un sobrante. La cadena en 
sentido del ARNds es diseñada entonces y sintetizada como el complemento de la cadena antisentido y también 25 
puede contener modificaciones o adiciones en cada terminal. Por ejemplo, en una realización, ambas cadenas del 
dúplex ARNds serian complementarias sobre las nucleobases centrales, teniendo cada una sobrantes en uno o en 
ambos terminales. Las cadenas antisentido y en sentido del dúplex comprenden desde aproximadamente 17 a 25 
nucleótidos, o desde aproximadamente 19 a 23 nucleótidos. Alternativamente, las cadenas antisentido y en sentido 
comprenden 20, 21 o 22 nucleótidos. 30 

Por ejemplo, un dúplex que comprende una cadena antisentido que tiene la secuencia 
CGAGAGGCGGACGGGACCG y que tiene un sobrante de dos nucleobases de desoxitimidina (dT) tendría la 
siguiente estructura:   

 

Los sobrantes pueden variar de 2 a 6 nucleobases y estas nucleobases pueden o pueden no ser complementarias al 35 
ácido nucleico objetivo. En otra realización, los dúplex pueden tener un sobrante solamente en un terminal.  

En otra realización, un dúplex que comprende una cadena antisentido que tiene la misma secuencia 
CGAGAGGCGGACGGGACCG puede ser preparada con extremos cerrados (sin sobrantes de cadena sencilla) 
como se muestra: 

 40 

El dúplex de ARN puede ser unimolecular o bimolecular, esto es, las dos cadenas pueden ser parte de una molécula 
individual o pueden ser moléculas separadas. 

Las cadenas de ARN del dúplex pueden ser sintetizadas por métodos divulgados aquí o adquiridas en Dharmacon 
Research, Inc. (Lafayette, CO). Una vez sintetizadas, las cadenas complementarias son fusionadas. Se toma una 
alícuota de las cadenas sencillas y se diluye a una concentración de 50 uM. Una vez diluidas, se combinan 30 uL de 45 
cada cadena con 15 uL de una solución 5X de regulador de fusión. La concentración final de dicho regulador es 
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acetato de potasio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM pH 7.4 y acetato de magnesio 2 mM. El volumen final es 75 uL. La 
solución es incubada durante 1 minuto a 90°C y luego se centrifuga durante 15 segundos. El tubo se deja en reposo 
durante 1 hora a 37°C tiempo después del cual los dúplex de ARNds se utilizan en experimentación. La 
concentración final del dúplex de ARNds es 20 uM. Esta solución puede ser almacenada congelada (-20°C) y 
congelada-descongelada hasta 5 veces. 5 

Una vez preparados, los compuestos antisentido dúplex son evaluados en cuanto a su capacidad para modular 
STAT3.  

Cuando las células alcanzan el 80% de confluencia, se tratan con los compuestos antisentido dúplex de la 
divulgación. Para células cultivadas en placas de 96 pozos, los pozos son lavados una vez con 200 L de OPTI-MEM-
1™  medio de suero reducido (Gibco BRL) y luego tratados con 130 L de OPTI-MEM-1™ que contienen 12 g/mL de 10 
LIPOFECTIN™ (Gibco BRL) y el compuesto antisentido dúplex  deseado a una concentración final de 200 nM (una 
relación de 6 g/mL de LIPOFECTIN™ por 100 nM de compuesto antisentido dúplex). Después de 5 horas de 
tratamiento, el medio es reemplazado con medio fresco. Las células son recolectadas 16 horas después del 
tratamiento, momento en el cual el ARN es aislado y la reducción del objetivo se mide por RT-PCR.  

Una serie de dúplex de ácidos nucleicos que comprenden los compuestos antisentido de la presente divulgación y 15 
sus complementos fue diseñada para direccionar al ARNm de STAT3, utilizando la secuencia publicada (número de 
acceso GenBank

®
 L29277, incorporada aquí como SEQ ID NO: 1). La secuencia de nucleobases de la cadena 

antisentido del dúplex es 20 nucleótidos de longitud. Las secuencias de la cadena antisentido están listadas en la 
Tabla 21. La cadena en sentido de la ARNds está diseñada y sintetizada como el complemento de la cadena 
antisentido.  20 

Todos los compuestos de la Tabla 21 son oligodesoxinucleótidos, de 21 nucleótidos de longitud siendo los dos 
nucleótidos en el extremo 3’ el sobrante TT y con enlaces fosfodiéster internucleósido (esqueletos) a todo lo largo. 
Estas secuencias muestran contener timina (T) pero una persona experimentada en la técnica apreciará que la 
timina (T) es reemplazada en general por uracilo (U) en secuencias de ARN.  

Tabla 21 25 

sARNds direccionado a STAT3 humana 

ISIS # Región Sitio objetivo 
SEQ ID 
objetivo 

Secuencia SEQ ID NO 

330249 Codificación 1669 1 ATTCTTGGGATTGTTGGTCTT 400 

330247 Codificación 637 1 CTCCAGCATCTGCTGCTTCTT 401 

Los compuestos en la Tabla 21 fueron probados en cuanto a sus efectos sobre la expresión de STAT3 humana en 
células A549. El ISIS 330249 que comprendía ARNds y sus objetivos complementan el mismo sitio como 
oligonucleótido antisentido ISIS 106734 (SEQ ID NO: 45) y el ARNds que comprende ISIS 330247 y su 
complemento apuntan al mismo sitio que el oligonucleótido antisentido ISIS 113176 (SEQ ID NO: 115); así, ISIS 
106734 e ISIS 113176 también fueron probados. Células A549 fueron tratadas con oligonucleótidos mezclados con 30 
LIPOFECTIN

TM
 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA)  como se describe aquí. Las concentraciones de 

oligonucleótidos usadas están indicadas en la Tabla 22. El oligonucleótido de control usado fue ISIS 129698 (TTT 
GATCGAGGTTAGCCGTG, SEQ ID NO: 402). Las células fueron tratadas con oligonucleótido durante 4 horas y 
recolectadas unas 16 horas adicionales después. Las células no tratadas sirvieron como control. 

Los niveles de expresión de ARNm de STAT3 humana fueron cuantificados por PCR en tiempo real utilizando el 35 
conjunto de sonda cebador PPS199 y las cantidades de objetivo en el gen fueron normalizadas utilizando 
Ribogreen

TM
 como se describió en otros ejemplos aquí. Los datos son promedios de 2 experimentos que se 

muestran en la Tabla 22. Una designación “-” o “+” indica un descenso o incremento de la expresión de ARNm en 
STAT3, respectivamente, con respecto a células de control no tratadas. Cuando está presente, “N.D.” indica no 
determinado. 40 

Tabla 22 

Inhibición de niveles de ARNm de STAT3 por sARNds 

Cambio en porcentaje de la expresión de ARNm STAT3 en células A549 por compuestos antisentido dúplex  

Concentración de oligonucleótidos  

Isis # SEQ ID NO 12.5 nM 25 nM 50 nM 100 nM 200 nM 400 nM 

330249 400 -64 -70 -80 -83 -87 -81 

106734 45 -5 -5 -40 -56 -67 -77 
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330247 401 +11 -19 -15 -16 -20 -48 

113176 115 +8 +17 +6 0 -22 -34 

129698 402 N.D N.D. +41 +42 +1 +22 

Ejemplo 18 

Inhibidor de crecimiento tumoral en modelos de ratón LNCaP de carcinoma de próstata  

El modelo murínico LNCaP de carcinoma de próstata humano es descrito en Kiyama et al., Cancer Res. 63:3575-
3584, 2003. En resumen, se cultivaron células de carcinoma prostático humano LNCaP y se mantuvieron en medio 
RPMI (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) suplementadas con suero bovino fetal al 5% activado por calor. 5 
Aproximadamente 1 X 10

6
 células de LNCaP fueron inoculadas subcutáneamente con 0.1 ml de Matrigel (Becton 

Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ) en la región de flanco de ratones lampiños atímicos machos de 6 - 8 
semanas de edad (Harlan Sprague Dawley, Inc., Indianapolis, IN) a través de una aguja calibre 27 bajo anestesia 
con metoxifluorano. Los ratones portadores de tumor entre 300 y 500 mm

3
 en volumen fueron castrados a  través de 

metodología escrotal y asignados aleatoriamente a tratamiento con 10 mg/kg de antisentido humana ISIS 113176 10 
(SEQ ID NO: 115)  u oligonucleótido de STAT3 de control no coincidente humano ISIS 129987 (SEQ ID NO: 404) 
por vía intraperitoneal cinco veces por semana para la primera semana seguida por tres veces por semana 
posteriormente. El tratamiento comenzó un día después de la castración. Los volúmenes tumorales y las mediciones 
de antígeno específico para próstata (PSA) en suero fueron llevados a cabo una vez a la semana. Los volúmenes 
tumorales fueron calculados por la fórmula L X W X H X 0.5236 (Gleave et al., Cancer Res. 51:1598-1605, 1992). 15 
Las muestras de sangre fueron obtenidas de incisiones de la vena de la cola de los ratones, y los niveles de PSA en 
suero fueron determinados mediante un kit de inmunoensayo enzimático con un límite inferior de sensibilidad de 0.2 
mg/litro (Abbott IMX, Montreal, Quebec, Canadá) de acuerdo con el protocolo del fabricante.    

La ISIS 113176 suprimió la inducción de niveles de PSA en suero y crecimiento tumoral en el modelo de xenoinjerto 
LNCaP en ratones lampiños castrados. El tratamiento similar de los ratones con el oligonucleótido de control no 20 
coincidente ISIS 129987 no tuvo efecto. Los efectos mediados por el oligonucleótido antisentido STAT3 sobre PCA y 
el volumen tumoral fueron significativamente diferentes del oligonucleótido no coincidente ISIS 129987 o con 
controles tratados con solución salina (prueba t de Student, p≤0.50). Los efectos del tratamiento fueron demostrados 
al final del periodo observación. (10 semanas después de la castración).  

Para direccionar la toxicidad específica del objetivo potencial de esta metodología, se trataron ratones normales por 25 
vía subcutánea con un oligonucleótido antisentido de STAT3 murínico optimizado (hasta 50 mg/kg tres veces a la 
semana durante 2 semanas) y se evaluaron los efectos farmacodinámicos y toxicológicos en la sangre, hígado y 
médula ósea. El tratamiento con oligonucleótido antisentido de STAT3 dio como resultado una reducción del 85% en 
ARNm en hígado y una inhibición significativa de la proteína de STAT3 en la subpoblación premonocítica de la 
médula ósea. No se observaron cambios manifiestos en los recuentos en sangre entera, histología de hígado o 30 
subpoblaciones en médula ósea en animales tratados con oligonucleótido antisentido de STAT3. La expresión en 
hígado y médula ósea de STAT3 fue reducida significativamente por tratamiento con el oligonucleótido antisentido 
de STAT3. Así, los oligonucleótidos antisentido para STAT3 representan una oportunidad terapéutica para el 
tratamiento de cáncer de próstata. 

Ejemplo 19 35 

Inhibición antisentido de STAT3 humana en hepatocitos humanos primarios: respuesta a la dosis  

En una realización adicional, los oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 humana fueron seleccionados 
para estudios de respuesta a la dosis en hepatocitos humanos primarios. Los hepatocitos humanos primarios fueron 
adquiridos de InVitro Technologies (Baltimore, MD). Las células fueron sembradas en placas de 24 pozos (Falcon-
Primaria, BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad de 50,000 células/pozo en un medio de DMEM con alta 40 
glucosa suplementado con suero de bovino fetal al 10%, 100 unidades/mL de penicilina y 100 µg/mL de 
estreptomicina (medio y suplementos de Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las células se dejaron adherir 
durante la noche, y fueron tratadas con oligonucleótidos antisentido al día siguiente.  

Los oligonucleótidos antisentido probados en este ensayo fueron ISIS 113196, ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS 
345778, ISIS 345781, ISIS 345794, ISIS 345815 e ISIS 345823. Las células fueron tratadas con 5, 10, 25, 50 y 150 45 
nM de oligonucleótidos antisentido mezclados con LIPOFECTIN™, a una concentración de 3 µg /mL de 
LIPOFECTIN™ por 100 nM de oligonucleótido. Las células no tratadas sirvieron como control contra el cual fueron 
normalizados los datos. Después de 4 horas, el medio de cultivo fue reemplazado y las células fueron cultivadas 
durante 20 horas adicionales. El ARN fue aislado y se midieron los niveles de ARNm de STAT3 por PCR en tiempo 
real, utilizando PPS199, como se describió aquí. Los datos fueron obtenidos en triplicado y promediados. Los 50 
resultados se muestran en la Tabla 23 como porcentaje de expresión de ARNm con respecto al control no tratado. 
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Para cada oligonucleótido antisentido probado, se muestran en la Tabla 24 la IC50, la concentración de 
oligonucleótido antisentido a la cual se inhibe la expresión de ARNm de STAT3 en un 50%.  

Tabla 23 

Inhibición de la expresión de ARNm de STAT3 humana en hepatocitos humanos primarios  

Tratamiento 
SEQ ID 
NO 

% de control 

IC50 (nM) 
Dosis (nM) 

5 10 25 50 150 

113196 135 88 80 73 33 28 36 

337332 246 84 74 74 55 31 53 

337333 247 72 81 90 49 31 51 

345778 326 81 79 58 80 31 84 

345781 329 72 89 61 77 35 82 

345794 342 51 29 13 7 2 4 

345815 363 67 80 86 50 29 49 

345823 370 120 129 65 40 16 37 

Tabla 24 

IC50 para inhibición con antisentido de STAT3 

Tratamiento SEQ ID NO IC50 (nM) 

113196 135 36 

337332 246 53 

337333 247 51 

345778 326 84 

345781 329 82 

345794 342 4 

345815 363 49 

345823 370 37 

Como se muestra en la Tabla 23, las ISIS 113196, ISIS 337332, ISIS 345794, e ISIS 345823 redujeron los niveles 5 
de ARNm de STAT3 humano en hepatocitos humanos primarios de una forma dependiente de la dosis. Como se 
muestra en la Tabla 24, ISIS 345794 exhibe la IC50 más baja.  

Se muestran en la Tabla 25 niveles de expresión de STAT1 en las células descritas anteriormente. Los niveles de 
expresión de STAT1 fueron medidos por PCR en tiempo real utilizando cebadores y sondas diseñados por métodos 
de rutina en la técnica y descritos aquí (por ejemplo, Primer Express®, Applied Biosystems, Foster City, CA). 10 

Tabla 25 

Expresión de ARNm de STAT1 humana en hepatocitos humanos primarios tratados con 
oligonucleótidos antisentido que apuntan a STAT3 

Tratamiento 
SEQ ID 
NO 

% de control  

Dosis de oligonucleótido antisentido de STAT3 (nM) 

5 10 25 50 150 

113196 135 113 103 12 5 10 8 251 
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337332 246 102 102 14 2 13 6 349 

337333 247 80 121 87 10 5 264 

345778 326 92 190 18 7 16 8 582 

345781 329 149 122 13 4 16 9 406 

345794 342 232 138 19 0 21 2 438 

345815 363 158 117 18 7 18 7 272 

345823 370 119 110 85 18 7 305 

Como se muestra en la Tabla 25, los nucleótidos antisentido direccionados a STAT3 no causaron una inhibición 
sustancial o dependiente de la dosis de la expresión de STAT1. Un análisis con herramientas de búsqueda de 
alineamiento local básico (BLAST), una técnica de análisis genético conocida en el arte, de ISIS 345794 revelo que 
no había homologías con moléculas de ácido nucleicos diferentes  a STAT3.  

Ejemplo 20 5 

Inhibición antisentido de STAT3 humana en células HepG2: respuesta a la dosis 

En una realización adicional, se seleccionaron oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 humana para 
estudios de respuesta a la dosis en células HepG2.  

La línea celular de hepatoblastoma humano HepG2 fue obtenida de la American Type Culture Collection (Manassas, 
VA). Las células HepG2 fueron cultivadas de manera rutinaria en Eagle MEM ajustado para contener 1.5 g/L de 10 
bicarbonato de sodio y suplementado con suero bovino fetal al 10%, aminoácidos no esenciales 0.1 mM, y piruvato 
de sodio 1 mM (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las células fueron pasadas de manera rutinaria por 
tripsinización y dilución cuando alcanzaron aproximadamente 90% de confluencia. Las placas de cultivo multipozos 
fueron preparadas para cultivo celular recubriéndolas con una dilución 1:100 de colágeno de cola de rata tipo 1 (BD 
Biosciences, Bedford, MA) en solución salina regulada con fosfato. Las placas que contenían colágeno fueron 15 
incubadas a 37°C durante aproximadamente 1 hora, después de la cual el colágeno fue retirado y los pozos fueron 
lavados dos veces con solución salina regulada con fosfato. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos 
(Falcon-Primaria #3872, BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad de aproximadamente 8,000 células/pozo 
para uso en experimentos de transfección de compuestos oligoméricos.  

Los oligonucleótidos antisentido probados en este ensayo fueron ISIS 113196, ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS 20 
345778, ISIS 345781, ISIS 345794, ISIS 345815 e ISIS 345823. Las células fueron tratadas con 5, 10, 25, 50 y 150 
nM de oligonucleótido antisentido mezclados con LIPOFECTIN™,  a una concentración de 3 µg/mL de 
LIPOFECTIN™ por 100 nM de oligonucleótido. Células no tratadas sirvieron como control contra el cual se 
normalizaron los datos. Después de 4 horas, el medio de cultivo fue reemplazado y las células fueron cultivadas 
durante 20 horas adicionales. El ARN fue aislado y los niveles de ARNm de STAT3 fueron medidos por PCR en 25 
tiempo real utilizando el conjunto de cebador sonda PPS199, descrita aquí. Los datos fueron obtenidos en triplicado 
y promediados. Los resultados se muestran en la Tabla 26 como porcentaje de la expresión de ARNm con respecto 
al control no tratado. Se muestra también la IC50, la concentración del compuesto antisentido a la cual se inhibe en 
50% la expresión de ARNm de STAT3.  

Tabla 26 30 

Inhibición de expresión de ARNm de STAT3 humana en células HepG2 

Tratamiento 
SEQ ID 
NO 

% control 

IC50 
(nM) 

Dosis (nM) 

1 10 25 50 100 200 

113196 135 75 40 26 12 11 12 7 

337332 246 73 47 30 13 7 17 9 

337333 247 91 47 29 15 15 16 10 

345778 326 94 55 26 13 13 24 12 

345781 329 66 52 19 7 6 14 11 
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345794 342 63 14 5 2 1 0 6 

345815 363 52 23 19 11 12 12 5 

345823 370 66 65 34 21 13 12 15 

Como se muestra en la Tabla 26, las ISIS 113916, ISIS 337333, ISIS 345794, ISIS 345815, e ISIS 345823 
produjeron una reducción dependiente de la dosis en la expresión de ARNm de STAT3 en células HepG2.  

Se muestran en la Tabla 27 niveles de expresión de STAT1 en células tratadas con oligonucleótidos antisentido 
direccionados a STAT3 descritos anteriormente. Los niveles de ARNm de STAT1 fueron medidos por PCR en 
tiempo real utilizando los cebadores y sondas diseñados por métodos rutinarios en el arte y descritos aquí. 5 

Tabla 27 

Expresión de ARNm de STAT1 humana en células HepG2 tratadas con oligonucleótidos antisentido 
direccionados a STAT3 

Tratamiento 
SEQ ID 
NO 

% control 

Dosis (nM) 

1 10 25 50 100 200 

113196 135 87 94 96 10 1 89 79 

337332 246 82 84 96 10 7 82 30 

337333 247 91 87 10 9 83 87 56 

345778 326 112 84 96 99 61 50 

345781 329 93 114 13 5 14 3 93 40 

345794 342 115 112 10 5 77 93 57 

345815 363 84 113 11 2 93 58 61 

345823 370 115 115 16 1 13 1 115 94 

Como se muestra en la Tabla 27 los oligonucleótidos de STAT3 no produjeron una inhibición sustancial o 
dependiente de la dosis de la expresión de STAT1. 

Los niveles de proteína de STAT3 fueron medidos también después de la transfección de células HepG2 con 
oligonucleótidos antisentido. Las células fueron tratados con dosis de 10 nM, 50 nM o 100 nM de oligonucleótidos 10 
antisentido direccionados a STAT3 y los niveles de proteína de  STAT3 fueron medidos por transferencia Western 
utilizando un anticuerpo de STAT3 disponible comercialmente (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), el 
cual fue detectado utilizando reactivos ECLplus™ (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y cuantificado utilizando 
el Chemidoc™ EQ System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). La proteína expresada por el gen cuidador G3PDH 
fue utilizada para normalizar las diferencias en niveles de proteína entre las muestras. Los datos se muestran en la 15 
Tabla 28, expresados como porcentaje de expresión de proteína con respecto a las células de control no tratadas.  

Tabla 28 

Inhibición de la expresión de proteína de STAT3 en células HepG2 

Tratamiento 
SEQ ID 
NO 

% control 

Dosis (nM) 

10 50 100 

113196 135 100 28 13 

337332 246 94 29 12 

337333 247 104 23 12 

345778 326 66 17 8 

345781 329 83 17 7 
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Inhibición de la expresión de proteína de STAT3 en células HepG2 

Tratamiento 
SEQ ID 
NO 

% control 

Dosis (nM) 

10 50 100 

345794 342 96 28 19 

345815 363 82 32 19 

345823 370 99 46 31 

 

Como se muestra en la Tabla 28, el tratamiento con ISIS 113196, ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS 345778, ISIS 
345781, ISIS 345794, ISIS 345815, e ISIS 345823 produjeron una reducción dependiente de la dosis de los niveles  
de proteína de STAT3 en células HepG2.  

Ejemplo 21  5 

Inhibición antisentido de STAT3 humana en células A549: respuesta a la dosis  

Se probaron oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 humana en un estudio de respuesta a la dosis en 
células A549. Las células fueron tratadas con oligonucleótidos antisentido mezclados con LIPOFECTIN™, a una 
concentración de 3 µg/mL de LIPOFECTIN™ por 100 nM de oligonucleótido. Las concentraciones de oligonucleótido 
se indican en las Tablas 29 y 30. Las células no tratadas sirvieron como control contra el cual se normalizaron los 10 
datos. Los niveles de expresión de ARNm de STAT3 fueron medidos en duplicado, utilizando 2 diferentes conjuntos 
de cebador sonda, ambos descritos aquí: PPS199 y PPS2033. Los datos utilizando PPS2033 y PPS199 se 
muestran en las Tablas 29 y 30, respectivamente, como porcentaje de expresión con respecto a los controles no 
tratados.  

Tabla 29 15 

Inhibición antisentido de STAT3 humana en células A549 medida usando PPS2033 

  % control 

  Dosis de oligonucleótidos (nM) 

Tratamiento SEQ ID NO 9.375 18.75 37.5 75 

106734 45 97 92 46 21 

113176 115 91 78 58 27 

113196 135 80 71 15 5 

337332 246 104 70 21 10 

337333 247 93 67 28 10 

337348 262 84 73 30 17 

345778 326 92 63 17 8 

345781 329 97 50 19 8 

345785 333 87 68 23 10 

345815 363 85 70 35 20 

345823 370 91 96 50 33 

129690 393 83 88 96 103 

129691 410 122 105 109 119 

129695 391 79 92 90 102 

141923 409 98 106 95 98 

Como se muestra en la Tabla 29, todos los oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 humana inhibieron la 
expresión en células A459, medidas utilizando PPS2033.   
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Tabla 30 

Inhibición antisentido de STAT3 humana en células A549 medida usando PPS199 

  % de control 

  Dosis de oligonucleótidos (nM) 

Tratamiento SEQ ID NO 9.375 18.75 37.5 75 

106734 45 85 62 26 10 

113176 115 90 83 51 26 

113196 135 97 70 17 8 

337332 246 123 81 22 9 

337333 247 76 51 14 4 

337348 262 109 89 34 14 

345778 326 76 36 6 2 

345781 329 107 59 21 6 

345785 333 79 45 9 2 

345815 363 124 83 31 16 

345823 370 136 111 70 35 

129690 393 130 124 142 151 

129691 410 101 126 128 107 

129695 391 128 125 136 143 

141923 409 88 92 84 76 

Como se muestra en la Tabla 30, los oligonucleótidos antisentido direccionados  a STAT3 humana inhibieron la 
expresión en una forma dependiente de la dosis en células A549, medida utilizando PS199.  

Se llevo a cabo un experimento adicional de respuesta a la dosis de la misma manera. Utilizando un rango 
alternativo de concentraciones de oligonucleótidos antisentido. Los datos utilizando conjuntos cebador sonda 5 
PPS2033 y PPS199 se muestran en la Tablas 31 y 32, respectivamente, como porcentaje de la expresión de ARNm 
de STAT3 con respecto a las células de control no tratadas. 

Tabla 31 

Inhibición antisentido de STAT3 humana en células A549 medida usando PPS2033  

  % de control 

  Dosis de oligonucleótidos (nM) 

Tratamiento SEQ ID NO 18.75 37.5 75 150 

106734 45 87 52 23 11 

113176 115 114 68 24 20 

113196 135 82 26 10 6 

337332 246 88 49 14 7 

337333 247 53 25 9 9 

337348 262 56 35 10 2 

345778 326 59 22 9 7 

345781 329 83 39 7 3 

345785 333 70 37 15 9 
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345815 363 50 27 13 7 

345823 370 77 58 23 6 

129690 393 102 110 111 103 

129691 410 89 87 103 112 

129695 391 108 112 121 129 

141923 409 88 99 86 78 

Los datos en la Tabla 31 demuestran que las concentraciones adicionales probadas también inhibieron la STAT3 
humana en una forma dependiente de la dosis.  

Tabla 32 

Inhibición antisentido de STAT3 humana en células A549 medida usando PPS199 

  % de control 

  Dosis de oligonucleótidos (nM) 

Tratamiento SEQ ID NO 18.75 37.5 75 150 

106734 45 85 57 31 16 

113176 115 101 64 33 19 

113196 135 90 23 12 7 

337332 246 76 47 14 5 

337333 247 63 32 14 11 

337348 262 67 45 13 5 

345778 326 60 27 12 11 

345781 329 94 50 12 5 

345785 333 57 31 14 9 

345815 363 44 25 13 7 

345823 370 63 65 24 4 

129690 393 99 102 116 98 

129691 410 72 79 83 88 

129695 391 104 105 142 137 

141923 409 107 87 96 80 

Los datos en la Tabla 32 demuestran que las concentraciones adicionales probadas también inhiben la STAT3 
humana en una forma dependiente de la dosis. 5 

Ejemplo 22 

Inhibición antisentido de STAT3 humana en células Hep3B: respuesta a la dosis  

La inhibición antisentido de STAT3 fue probada en un estudio de respuesta a la dosis en células Hep3B.  

La línea celular de hepatoma humano Hep3B (Hep3B2.1-7) se obtiene de la American Type Culture Collection 
(ATCC, Manassas, VA). Está línea celular fue derivada inicialmente de un carcinoma hepatocelular de un 10 
afroamericano masculino de 8 años de edad. Las células eran epiteliales en morfología y tumorigénicas en ratones 
lampiños. Las células Hep3B fueron cultivadas de manera rutinaria en Minimum Essential Medium (MEM) con 
solución salina balanceada de Earle, L-glutamina 2 mM, 1.5 g/l de bicarbonato de sodio, aminoácidos no esenciales 
0.1 mM, piruvato de sodio 1.0 mM (ATCC #20-2003, Manassas, VA) y con suero bovino fetal al 10% inactivado por 
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calor (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las células se pasan de manera rutinaria por tripsinización y 
dilución cuando alcanzan el 90% de confluencia.  

Las células fueron tratadas con los oligonucleótidos antisentido ISIS 129688, ISIS 113196, ISIS 337333, ISIS 
345794, ISIS 345815, o el oligonucleótido de control ISIS 129688 (TTCGCGGCTGGACGATTCAG, incorporado aquí 
como SEQ ID NO: 411), mezclado cada uno con LIPOFECTIN™, a una concentración de 3 µg/mL de 5 
LIPOFECTINT™ por 100 nM de oligonucleótido. La ISIS 129688, la cual no apunta a STAT3 es un "oligómero con 
brecha"  de 20 nucleótidos que consiste de diez 2’-desoxinucleótidos flanqueados en ambos lados (direcciones 5’ y 
3’) por “alas” de cinco nucleótidos compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) nucleótidos. La ISIS 129688 tenía un 
esqueleto fosforotioato a lo largo del oligonucleótido, y todos los residuos de citidina son  5-metilcitidinas.  

Las concentraciones de oligonucleótidos fueron 6.25 nM, 25  nM, 50 nM, y 100 nM. Las células no tratadas sirvieron 10 
como el control contra el cual fueron normalizadas. Los niveles de expresión de ARNm de STAT3 fueron medidos en 
duplicado por PCR en tiempo real, como se describe aquí, usando PPS2033. Los datos se muestran en la Tabla 33 
como porcentaje de expresión con respecto a los controles no tratados. 

Tabla 33 

Inhibición de la expresión de STAT3 en células Hep3B: respuesta a la dosis 

Tratamiento SEQ ID NO 

% de control 

Dosis (nM) 

100 50 25 6.25 

113196 135 57 24 17 98 

337333 247 50 35 25 23 

345794 342 94 77 125 112 

345815 363 74 99 89 104 

129688 411 82 27 13 92 

Como se muestra en la Tabla 33, el tratamiento con las ISIS 113926, ISIS 337333, ISIS 345815 o ISIS 345815 15 
produjo una reducción dependiente de la dosis en la expresión de ARNm de STAT3 en células Hep3B. La ISIS 
345794 redujo la expresión de ARNm de STAT3 en la dosis de 50 nM en células Hep3B. 

Ejemplo 23 

Inhibición antisentido de STAT3 humana en células THLE-2: respuesta a la dosis  

La inhibición antisentido de STAT3 fue probada en un estudio de respuesta a la dosis en células THLE-2.  20 

La línea celular epitelial de hígado transformada por SV-40 THLE-2 fue obtenida del American Type Culture 
Collection (ATCC, Manassas, VA) y cultivada de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Las células fueron 
sembradas a una densidad de aproximadamente 10,000 células por pozo en placas de 96 pozos para uso en 
experimentos de transfección con oligonucleótidos. 

Las células fueron tratadas con los oligonucleótidos antisentido ISIS 129688, ISIS 113196, ISIS 337333, ISIS 25 
345794, ISIS 345815, o con el oligonucleótido de control ISIS 129688, mezclados cada uno con LIPOFECTIN™, a 
una concentración de 3 µg/mL de LIPOFECTINT™ por 100 nM de oligonucleótido. Las concentraciones de 
oligonucleótidos fueron 6.25 nM, 25  nM, 50 nM, y 100 nM. Las células no tratadas sirvieron como el control contra el 
cual fueron normalizados los datos. Los niveles de expresión de ARNm de STAT3 fueron medidos en duplicado por 
PCR en tiempo real, como se describe aquí, usando PPS2033. Los datos se muestran en la Tabla 34como 30 
porcentaje de expresión con respecto a los controles no tratados. 

Tabla 34 

Inhibición de la expresión de STAT3 en células THLE-2: respuesta a la dosis 

Tratamiento SEQ ID NO 

% de control 

Dosis (nM) 

100 50 25 6.25 

113196 135 93 13 6 5 

337333 247 117 30 14 11 

345794 342 111 32 16 21 
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Inhibición de la expresión de STAT3 en células THLE-2: respuesta a la dosis 

Tratamiento SEQ ID NO 

% de control 

Dosis (nM) 

100 50 25 6.25 

345815 363 104 31 16 12 

129688 411 93 95 83 72 

Como se muestra en la Tabla 34, el tratamiento con ISIS 113926, ISIS 337333, o ISIS 345815 produjo una reducción 
dependiente de la dosis en la expresión de RNAm de STAT3 en células THLE-2. La ISIS 354794 también redujo la 
expresión de ARNm de STAT3 en células THLE-2.  

Ejemplo 24  

Diseño y selección de sARNds direccionada a STAT3 humana 5 

En  una realización adicional, una serie de dúplex de ácido nucleico fue diseñada para direccionar a ARNm de 
STAT3 (número de acceso GenBank

® 
 NM_139276.2, incorporada aquí como SEQ ID NO: 412) y se muestra en la 

Tabla 35. Todos los compuestos en la Tabla 35 son oligorribonucleótidos de 19 nucleótidos de longitud con enlaces 
fosfodiéster internucleósido (esqueletos) a lo largo del mismo. Los compuestos fueron preparados para tener 
extremos cerrados. La Tabla 35 muestra la cadena antisentido del ARNds y la cadena en sentido es sintetizada 10 
como complemento de la cadena antisentido. Estas secuencias demuestran contener uracilo (U) pero una persona 
experimentada en la técnica apreciará que el uracilo (U) es reemplazado en general por timina (T) en la secuencia 
de ADN. "Sitio objetivo" indica el primer número de nucleótido (más cercano a 5’) sobre la secuencia objetivo 
particular al cual se enlaza el compuesto. 

Los compuestos de la Tabla 35 fueron probados en cuanto a sus efectos sobre el ARNm de STAT3 en células A549. 15 
Los controles de ARNds que no direccionan a STAT3 humana incluyen el dúplex de ISIS 335449 
(UUUGUCUCUGGUCCUUACUU; incorporada aquí como SEQ ID NO: 413) y su complemento, y el dúplex de ISIS 
359661 (UUAUCGCUUCUCGUUGCUU; incorporada aquí como SEQ ID NO: 414)  y su complemento. La ISIS 
335449 es un oligorribonucleótido de 20 nucleótidos de longitud con enlaces fosfodiéster internucleósido 
(esqueletos) a lo largo del compuesto. La ISIS 359661 es un oligorribonucleótido de 19 nucleótidos de longitud con 20 
enlaces fosfodiéster internucleósido (esqueletos) a lo largo del compuesto. Tanto la ISIS 335449 y la ISIS 359661 y 
sus complementos fueron preparados con extremos cerrados. La ISIS 129700 (TAGTGCGGACCTACCCACGA, 
incorporada aquí como SEQ ID NO: 415), la cual no direcciona a STAT3, fue utilizada como oligonucleótido de 
cadena sencilla de control. La ISIS 129700 es un oligonucleótidos ("oligómero con brecha") quimérico de 20 
nucleótidos de longitud, compuesto de una región “brecha” central consistente de diez  2’-desoxinucleótidos, la cual 25 
está flanqueada en los extremos 5’ y 3’ por “alas” de cinco nucleótidos. Las alas están compuestas de 2’-O-
metoxietilo (2’-MOE) nucleótidos. Los enlaces internucleósido (esqueleto) son fosforotioato (P=S) a lo largo del 
oligonucleótido. Todas las citidinas son 5-metilcitidinas.  

Las células A549 fueron tratadas con 150 nM de compuestos ARNds mezclados con 15 g/mL de LIPOFECTIN™ 
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) o 150 nM de oligonucleótidos de cadena sencilla mezclados con 15 30 
g/mL de LIPOFECTIN™ durante un periodo de 4 horas seguido por 20 horas de cultivo en medio de cultivo normal. 

La expresión de ARNm de STAT3 humana fue medida como se describió aquí en otros ejemplos, usando PPS2033. 
Los resultados fueron normalizados con respecto a células de control no tratadas, las cuales no fueron tratadas con 
los compuestos de ARNds o con los oligonucleótidos de cadena sencilla. Los datos son el promedio de 2 
experimentos y se presentan en la Tabla 35.  35 

Tabla 35 

Inhibición de ARNm de STAT3 humana por sARNds en células A549   

Isis # Región 
SEQ 
Objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ 
ID NO 

36195 8 Codificación  412 520 CCAUUGGCUUCUCAAGAUA 0 416 

36195 9 Codificación  412 892 GCCCCGCCAGCUCACUCAC 33 417 

36196 0 Codificación  412 925 GAGUUUUCUGCACGUACUC 36 418 

36196 1 Codificación  412 1075 CCAGUUUCUUAAUUUGUUG 21 419 

36196 2 Codificación  412 1096 AAACUUUUUGCUGCAACUC 66 420 

36196 3 Codificación  412 1171 UUAAGUUUCUAAACAGCUC 87 421 
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Inhibición de ARNm de STAT3 humana por sARNds en células A549   

Isis # Región 
SEQ 
Objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ 
ID NO 

36196 4 Codificación  412 1314 AAUUUUAAGCUGAUAAUUC 66 422 

36196 5 Codificación  412 1337 GAGUCUUUGUCAAUGCACA 63 423 

36196 6 Codificación  412 1424 UUGUUGGAUUCUUCCAUGU 59 424 

36196 7 Codificación  412 1593 GUGGGUCUCUAGGUCAAUC 38 425 

36196 8 Codificación  412 1605 AACUGGCAAGGAGUGGGUC 30 426 

36196 9 Codificación  412 1843 CUGAAUAAUUCACACCAGG 33 427 

36197 0 Codificación  412 1867 AUUUAGCCCAUGUGAUCUG 58 428 

36197 1 Codificación  412 1877 UCUUUGCAAAAUUUAGCCC 52 429 

36197 2 Codificación  412 1888 CAGCCAUGUUUUCUUUGCA 24 430 

36197 3 Codificación  412 1934 AGGUCAAUGAUAUUGUCCA 45 431 

36197 4 Codificación  412 1944 CUUUUUCACAAGGUCAAUG 53 432 

36197 5 Codificación  412 1954 CCAGGAUGUACUUUUUCAC 39 433 

36197 6 Codificación  412 2057 UCACUGAAUCUUAGCAGGA 20 434 

36197 7 3´UTR 412 2681 AAAGAUAGCAGAAGUAGGA 83 435 

36197 8 3´UTR 412 3010 UUUGGAUGUCAGCAAGGUU 76 436 

36197 9 3´UTR 412 3075 CCCUUUAAUUGUUAUUAUU 0 437 

36198 0 3´UTR 412 3501 GGGAUUAUAUAAAUUACCA 25 438 

36198 1 3´UTR 412 3625 AAAUAAGUCUAUUUAUAAA 11 439 

36198 2 3´UTR 412 3645 GGCCAAUACAUUACAAAGG 42 440 

36198 3 3´UTR 412 4010 UAUCACCAAGAAACUGGCU 42 441 

36198 4 3´UTR 412 4080 GACUCAAGUUUAUCAGUAA 0 442 

36198 5 3´UTR 412 4330 AAUUCCACAGAAACUCUGA 47 443 

36198 6 3´UTR 412 4350 UAAUUUGAUUUAACAAACA 21 444 

36198 7 3´UTR 412 4480 UAUGUACUGAAGAGUGUUG 62 445 

36198 8 3´UTR 412 4520 UCUCACCUUUCUAAAUAUU 44 446 

36198 9 3´UTR 412 4630 AAGACCAGAUACAUGCUAC 69 447 

36199 0 3´UTR 412 4650 CUUUUGCUACAAUCAGAGU 38 448 

36199 1 3´UTR 412 4790 CCACCUUAUAGGUAGGUAA 38 449 

36199 2 3´UTR 412 4840 GAAGUACACAUUGGAAUUU 53 450 

36199 3 3´UTR 412 4930 UGGAAGUUAAAGUAGAUAC 57 451 

36199 4 3´UTR 412 4956 UACGGUUCCUAUAUAACGU 45 452 

Estos datos demuestran que los sARNds direccionados a STAT3 humana reducen la expresión de ARNm en células 
A549. Los sARNds que comprende las cadenas antisentido de SEQ ID NOs 417, 418, 420, 421, 422, 423, 424, 425, 
426, 427, 428, 429, 431, 432, 433, 435, 436, 440, 441, 443, 445, 446, 447, 448, 449, 450, 451 y 452 y sus 
complementos demostraron al menos una inhibición del 30% de STAT3 en este ensayo. 
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Ejemplo 25 

Apoptosis en líneas celulares de carcinoma de pulmón después de inhibición con antisentido de STAT3 humana 

Los oligonucleótidos antisentido direccionados hacia STAT3 humana fueron probados en cuanto a sus efectos sobre 
la apoptosis en células A549 y H460, las dos líneas celulares de carcinoma de pulmón.  

Las células A549 fueron obtenidas y cultivadas como se describió aquí. La línea celular de carcinoma de pulmón H-5 
460 fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA) y cultivadas en medio RPMI 
suplementado con suero bovino fetal al 10%, 100 unidades/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina (medios 
y suplementos de Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Ambos tipos fueron sembrados a una densidad de 
10,000 células por pozo en placas de 96 pozos.  

Las células fueron tratadas con oligonucleótidos antisentido mezclados con LIPOFECTIN™, a una concentración de 10 
3 µg/mL de LIPOFECTIN™ por 100 nM de oligonucleótido. Las concentraciones de oligonucleótido fueron 10, 20, 40 
y 80 nM. La ISIS 29848 (NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN, donde N = A, T, C o G; SEQ ID NO: 453) es una 
secuencia aleatoria y fue utilizada como control negativo. Las células no tratadas sirvieron como control contra el 
cual fueron normalizados los datos. Las células fueron transfectadas con oligonucleótidos antisentido y los niveles 
de ARNm de STAT3 fueron medidos 24 horas después del tratamiento mediante PCR en tiempo real usando 15 
PP2033.  

Para evaluar los efectos de la inhibición antisentido de STAT3 sobre la apoptosis, se llevo a cabo un ensayo de 
caspasa 24 y 48 horas después del tratamiento con oligonucleótido antisentido. La actividad de la caspasa 3 fue 
evaluada con un ensayo fluorométrico HTS Caspasa-3 (Catálogo  #HTS02; EMD Biosciences, San Diego, CA) que 
detecta la escisión después de residuos de aspartato en la secuencia de péptidos DEVD. El sustrato DEVD es 20 
marcado con una molécula fluorescente, la cual exhibe un desplazamiento de azul a verde en fluorescencia tras la 
escisión con caspasa-3. La caspasa-3 activa en las células tratadas con el compuesto oligomérico fue medida 
mediante este ensayo de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después del tratamiento con oligonucleótido 
antisentido, se agregaron 50 mL de regulador de prueba que contenían ditiotreitol 10 M a cada pozo, seguido por la 
adición de 20 L del conjugado del sustrato fluorescente de caspasa-3. La fluorescencia en los pozos fue detectada 25 
inmediatamente (excitación/emisión 400/505 nm)  utilizando un lector de placas fluorescentes (SpectraMAX™ 
GeminiXS™, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). La placa fue cubierta e incubada a 37°C durante 3 horas 
adicionales, después de lo cual se midió de nuevo la fluorescencia (excitación/emisión, 400/505 nm). El valor en 
tiempo cero fue sustraído de la medición obtenida a las 3 horas. La medición obtenida de las células de control no 
tratada fue designada como 100% de actividad. La actividad de la caspasa-3 en células tratadas con los compuestos 30 
oligoméricos fue normalizada con respecto a la de las células de control no tratadas. Los valores de actividad de 
caspasa por encima o por debajo de 100% fueron considerados como indicativos de que el compuesto tiene la 
habilidad de estimular o inhibir la actividad de la caspasa, respectivamente.  

La apoptosis también fue evaluada detectando la escisión de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) en células 
A549 y H460, las cuales fueron sembradas a 250,000 células por pozo en 6 pozos tratados con 150 nM de 35 
oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 humana. La proteína fue aislada 48 horas después del 
tratamiento con oligonucleótido y sometida a análisis por transferencia Western. Se detecto PARP con un anticuerpo 
comercialmente disponible (Cell Signaling, Beverly, MA), seguido por detección con ECLplus™ (Amersham 
Biosciences, Piscataway, NJ). La señal fue detectada con un Chemidoc™ EQ System (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA). Se cuantificaron tanto el PARP como de longitud completa como el PARP escindido.  40 

La apoptosis fue evaluada adicionalmente por la medición de la hipodiploidía en células A549 y H460,  las cuales 
fueron sembradas a 50,000 células por pozo en placas de 24 pozos y tratadas con 20, 80 y 150 nM de 
oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 humana. La ISIS 226844 (GCCCTCCATGCTGGCACAGG, SEQ 
ID NO: 454) no direcciona a STAT3 y fue utilizada como control negativo. La ISIS 183891 
(CCGAGCTCTCTTATCAACAG, SEQ ID NO: 455) es direccionada hacia la inhibición similar  quinesina 1 de lo cual 45 
resulta una detención en el ciclo celular, y se utilizó como control positivo una dosis de 100 nM. Las células fueron 
recolectadas 48 horas después del tratamiento y se usaron procedimientos de rutina para preparar células para 
análisis por citometría de flujo. Las células fueron sometidas a tinción con yoduro de propidio para generar  un perfilo 
de ciclo celular utilizando un citómetro de flujo. El perfilo de ciclo celular fue analizado con el programa ModFit 
(Verity Software House, Inc., Topsham ME). La fragmentación de ADN nuclear es un hito de la apoptosis y un 50 
produce un incremento en células con un contenido de ADN hipodiploide, las cuales se categorizan como “subG1”. 
Un incremento en células en la fase G1 es indicativo de una detención del ciclo celular antes de la entrada en la fase 
S; un incremento en células en la fase S es indicativo de la detención del ciclo celular durante la síntesis de ADN; y 
un incremento en células en la fase G2/M es indicativo de detención del ciclo celular justo antes o durante la mitosis. 
Las células aneuploide (A) tienen un contenido de ADN superior a las de las células diploides. Los perfiles del ciclo 55 
celular de las células tratadas con compuestos oligoméricos fueron normalizados con respecto a los de las células 
de control no tratadas. Los valores por encima o por debajo de 100% fueron considerados como indicativos de un 
incremento o disminución, respectivamente, en la proporción de células que tienen un contenido de ADN de la etapa 
del ciclo celular indicada. 
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Los datos de estos ensayos en células A549 se muestran en las siguientes Tablas. Los niveles de ARNm de STAT3 
en células A549 se muestran en la Tabla 36 como porcentaje de la expresión de ARNm con relación a células de 
control no tratadas. La actividad de caspasa-3 a 24 y 48 horas después del tratamiento con oligonucleótidos se 
presenta en la Tabla 37 como porcentaje de las células de control no tratadas. La cuantificación de PARP se 
muestra en la Tabla 38 como un porcentaje con respecto a las células de control no tratadas. Los perfiles de ADN se 5 
muestran en la Tabla 39, como porcentaje en cada fase del ciclo celular. 

Tabla 36 

Inhibición antisentido de STAT3 en células A549 

  % de control 

  Dosis de oligonucleótidos (nM) 

ISIS # SEQ ID NO 10 20 40 80 

106707 58 37 40 27 26 

113176 115 42 35 21 16 

113196 135 2 1 1 2 

337332 246 24 3 5 18 

337333 247 17 16 16 17 

337348 262 44 19 10 12 

345778 326 8 12 9 14 

345781 329 6 1 2 8 

345785 333 7 4 4 9 

29848 453 76 75 71 70 

129987 404 62 58 49 41 

Tabla 37 

Actividad de caspasa-3 después de inhibición antisentido de STAT3 en células A549 

 Actividad de caspasa-3, % de control 24 
horas 

 Actividad de caspasa-3, % de control 48 
horas 

ISIS # Dosis de oligonucleótidos (nM) Dosis de oligonucleótidos (nM) 

10 20 40 80 10 20 40 80 

106707 54 60 70 64 67 73 83 71 

113176 77 87 88 83 56 38 124 125 

113196 76 108 97 93 165 506 674 597 

337332 155 243 195 208 494 1782 1608 766 

337333 52 70 63 102 118 121 147 200 

337348 39 51 72 66 73 82 2167 2649 

345778 31 34 45 70 146 134 124 207 

345781 220 258 240 279 1917 2766 3434 3428 

345785 69 84 90 97 516 889 1307 1364 

226844 86 81 78 75 153 400 2114 843 

29848 72 70 85 68 16 18 8 14 

129987 58 52 66 66 67 61 53 61 
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Tabla 38 

PARP de longitud completa y escindido después de inhibición antisentido de STAT3 en células A549 

 PARP % de control 

ISIS # Longitud completa Escindida 

106707 89 104 

113176 87 97 

113196 8 2171 

337332 6 2532 

337333 11 1828 

337348 16 975 

345778 7 665 

345781 2 823 

345785 1 313 

29848 84 127 

129987 106 119 

 

TABLA 39 

Perfiles de ADN después de inhibición antisentido de STAT3 en células A549 

  Perfiles ADN % de células por perfil 

Tratamiento Concentración oligonucleótido (nM) Sub G1 G1 G1/S G2/M A 

UTC Ninguno  0 51 29 20 13 

UTC Ninguno  0 49 32 19 14 

106707 

20 0 51 30 19 15 

80 0 53 28 18 17 

150 0 55 26 20 17 

113176 

20 0 54 28 18 16 

80 0 54 29 17 16 

150 5 53 29 18 15 

113196 

20 3 50 28 22 12 

80 34 67 21 13 7 

150 32 63 23 14 4 

337332 

20 10 47 29 24 10 

80 39 67 18 16 3 

150 42 69 18 13 5 

337333 

20 0 52 29 20 12 

80 22 56 30 14 7 

150 20 57 25 18 8 
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Perfiles de ADN después de inhibición antisentido de STAT3 en células A549 

  Perfiles ADN % de células por perfil 

Tratamiento Concentración oligonucleótido (nM) Sub G1 G1 G1/S G2/M A 

337348 

20 0 54 28 19 16 

80 1 51 30 19 16 

150 27 53 24 23 12 

345778 

20 1 51 26 23 14 

80 25 63 21 16 5 

150 30 60 24 16 5 

345781 

20 20 47 28 25 13 

80 43 62 27 11 5 

150 39 61 30 9 5 

345785 

20 3 50 27 23 14 

80 33 61 18 21 8 

150 32 59 23 18 7 

29848 

20 0 52 30 18 16 

80 0 52 30 17 15 

150 2 58 22 20 12 

129987 

20 0 52 29 19 15 

80 0 49 31 20 16 

150 0 54 28 18 16 

183891 100 2 7 7 86 11 

Es evidente a partir de estos datos que la inhibición antisentido de STAT3 dio como resultado la apoptosis en células 
A549, medida por 3 ensayos diferentes. Como ejemplo, el tratamiento con ISIS 345781 a 20 nM, el cual inhibió la 
expresión de ARNm de STAT3 tanto como en 99% (Tabla 36), e incrementó dramáticamente la actividad de la 
caspasa-3 a 48 horas hasta un nivel de aproximadamente 30 veces mayor (Tabla 37) que el observado con el 
control no tratado. Adicionalmente, el PARP de longitud completa fue reducido a 2% del control, y el PARP escindido 5 
fue aproximadamente 8 veces el del control (Tabla 38). Adicionalmente, la población subG1 de las células tratadas 
con ISIS 345781 fue aproximadamente 20 veces mayor que el control (Tabla 39), indicando que ocurrió 
fragmentación del ADN. En general, la distribución de las células en otras fases del ciclo celular, subG1, G1, G1/S y 
G2/M, no cambio marcadamente. La ISIS 337332 produjo un incremento en la población de G1 en las dosis de 80 y 
150 nM, lo cual es indicativo de una detención del ciclo celular G1. Juntos, estos datos demuestran claramente que 10 
la inhibición antisentido de STAT3 por ISIS 345781 induce la apoptosis en células A549. Otros tratamientos con 
oligonucleótidos antisentido causaron de la misma manera un descenso en la expresión de STAT3 concomitante con 
una inducción de la apoptosis.  

Los datos a partir de los ensayos PCR en tiempo real,  caspasa-3, PARP y perfilo de ADN en células H-460 se 
muestran en las siguientes tablas. Los niveles de ARNm de STAT3 en células H-460 se muestran en la Tabla 40 15 
como porcentaje de la expresión de ARNm con respecto a células de control no tratadas. La actividad de caspasa-3 
a 24 y 48 horas después del tratamiento con oligonucleótidos se presente en la Tabla 41 como porcentaje de células 
de control no tratadas. La cuantificación de PARP se muestra en la Tabla 42 como porcentaje con respecto a las 
células de control no tratadas. Los perfiles de ADN se muestran en la Tabla 43 como porcentaje en cada fase del 
ciclo celular. 20 
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Tabla 40 

Inhibición antisentido de STAT3 en células H-460 

  % de control 

  Dosis de oligonucleótidos (nM) 

ISIS # SEQ IDE NO 10 20 40 80 

106707 58 49 49 33 30 

113176 115 52 50 22 17 

113196 135 12 4 4 6 

337332 246 21 18 12 15 

337333 247 26 20 14 22 

337348 262 41 25 16 12 

 

Inhibición antisentido de STAT3 en células H-460 

  % de control 

  Dosis de oligonucleótidos (nM) 

345778 326 11 7 8 9 

345781 329 13 6 5 9 

345785 333 15 8 7 15 

29848 453 85 83 85 68 

129987 404 53 61 65 48 

Tabla 41 

Actividad de caspasa-3 después de inhibición antisentido de STAT3 en células H-460 

 Actividad de caspasa-3, % control 24 
horas 

 Actividad de caspasa-3, % control 48 
horas 

ISIS # Dosis de oligonucleótidos (nM) Dosis de oligonucleótidos (nM) 

 10 20 40 80 10 20 40 80 

106707 83 81 70 83 37 24 27 57 

113176 97 85 80 143 37 44 121 235 

113196 241 291 285 264 101 130 163 140 

337332 132 416 431 487 205 364 399 393 

337333 84 84 88 87 93 113 111 116 

337348 55 54 71 125 58 62 297 440 

345778 65 83 91 119 111 125 139 170 

345781 218 361 426 493 509 586 630 654 

345785 76 84 112 154 210 237 279 313 

226844 84 78 128 138 81 89 293 269 

29848 112 86 90 92 59 41 46 55 

129987 98 93 76 96 85 67 75 87 

 

  5 
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Tabla 42 

Escisión de PARP después de inhibición antisentido de STAT3 en células H-460 

 PARP % de control 

ISIS # Longitud completa Escindida  

106707 188 146 

113176 144 112 

113196 14 47 

337332 29 97 

337333 36 120 

337348 74 247 

345778 30 100 

345781 4 13 

345785 43 143 

29848 129 100 

129987 165 128 

Tabla 43 

Perfiles de ADN después de inhibición antisentido de STAT3 en células H-460 

  Perfiles ADN % de células por perfil 

Tratamiento  Concentración de oligonucleótidos (Nm) Sub G1 G1 G1/S G2/M A 

UTC Ninguno  2 52 31 17 16 

UTC Ninguno  1 50 33 18 17 

106707 

20 2 50 32 18 20 

80 1 51 32 17 19 

150 2 52 30 18 20 

113176 

20 2 50 33 18 21 

80 8 47 35 17 19 

150 18 49 24 27 13 

113196 

20 11 42 41 17 16 

80 32 46 39 15 9 

150 27 47 37 16 11 

337332 

20 13 44 40 16 15 

80 28 41 45 15 7 

150 28 43 45 13 7 

337333 

20 7 42 40 17 18 

80 15 43 40 17 14 

150 14 43 41 15 14 

337348 20 2 56 27 16 23 
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Perfiles de ADN después de inhibición antisentido de STAT3 en células H-460 

  Perfiles ADN % de células por perfil 

Tratamiento  Concentración de oligonucleótidos (Nm) Sub G1 G1 G1/S G2/M A 

80 11 46 38 16 19 

150 7 47 37 16 19 

345778 

20 22 49 35 16 12 

80 20 48 36 15 11 

150 13 44 40 15 17 

345781 

20 25 41 39 20 10 

80 26 43 39 18 8 

150 8 48 38 15 18 

345785 

20 22 47 39 14 10 

80 20 48 37 15 15 

150 2 49 34 17 19 

29848 

20 3 47 35 19 18 

80 10 41 41 17 15 

150 2 49 33 19 20 

129987 

20 2 50 32 18 21 

80 2 49 32 19 19 

150 16 17 44 39 16 

183891 100 2 52 31 17 16 

 

La inhibición antisentido de STAT3 en células H-460 indujo la apoptosis. Por ejemplo, el tratamiento con 20 nm de 
ISIS 345785 inhibió la expresión de STAT3 en aproximadamente 92% (Tabla 40). Esta reducción en la expresión 
objetivo fue acompañada por un incremento de aproximadamente 2.4 veces en la actividad de caspasa-3 (Tabla 41), 
con respecto al control no tratado. El PARP de longitud completa fue reducida a 43% del control, mientras que el 5 
PARP escindido se incremento a 143% del control (Tabla 42). Además, la hipodiploidía en células tratadas con 20 
nM de ISIS 345785 fue incrementada aproximadamente 4 veces con respecto a las células de control (Tabla 43). 
Así, la inhibición antisentido de STAT3 por ISIS 3456785 en células H-460 dio como resultado la inducción de 
apoptosis. Otros tratamientos de oligonucleótidos antisentido causaron de la misma manera un descenso en la 
expresión de STAT3 concomitante con una inducción de apoptosis. 10 

Además de inducir la apoptosis, la inhibición antisentido de STAT3 por ISIS 113176 dio como resultado una 
detención de la fase S, indicando que se bloqueó la replicación de ADN. 

Ejemplo 26 

Inhibición de STAT3 y crecimiento tumoral in vivo en un modelo de ALCL 

Ratones transgénicos NPM-ALK desarrollaron espontáneamente linfomas de células T y tumores de células 15 
plasmáticas (Chiarle et al., Blood, 2003, 101, 1919-1927). Así, se utilizan como modelos in vivo de linfoma de células 

grandes anaplásticas (ALCL) y mieloma múltiple, estando los dos asociados con la activación de STAT3. 
Adicionalmente, cuando las células de los linfomas de células T y tumores de células de plasmas son inyectadas en 
ratones receptores, se desarrollan tumores subcutáneos en los ratones receptores. Los linfomas de células T y 
tumores de células de plasma trasplantados sirven como modelos animales para ALCL y mieloma múltiple, 20 
respectivamente. 

Los oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 fueron probados en cuanto a sus efectos sobre la expresión 
de STAT3 y el crecimiento tumoral en ALCL in vivo. Aproximadamente 2 X 10

6
 células derivadas de tumores de 

células T de ratón NPM-ALK fueron inyectadas en ratones singenéicos (genéticamente idénticos). 7 días después de 
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la inyección de las células tumorales, los ratones recibieron diariamente inyecciones subcutáneas de ISIS 17152  
(SEQ ID NO: 99) o un oligonucleótido de control no coincidente de 3 bases ISIS 28084 (SEQ ID NO: 151) a una 
dosis de 20 mg/kg. Los oligonucleótidos fueron administrados durante 14 días a seis animales por tratamiento con 
oligonucleótido. Los oligonucleótidos fueron inyectados subcutáneamente de manera contralateral a los lados del 
tumor. Los volúmenes tumorales fueron medidos diariamente y se muestran en la Tabla 44.       5 

Tabla 44 

Volumen tumoral en un modelo de ALCL : células de ratón NPM-ALK 

 Volumen tumoral mm
3
 

Día de tratamiento STAT3 ASO Oligo de control 

1 30 30 

2 30 80 

3 50 500 

4 90 1300 

5 110 1480 

 

Se observo un mínimo o ningún crecimiento tumoral en animales tratados con ISIS 17152. Por el contario, en 
animales tratados con el oligonucleótido de control, se desarrollaron grandes masas tumorales en todos los 5 
animales al cabo de los 14 días de inyección de las células tumorales. La proteína STAT3 fue medida por 10 
transferencia Western como se describió aquí utilizando un anticuerpo monoclonal STAT3 (Zymed Laboratories, Inc., 
South San Francisco, CA), el cual fue detectado con un sistema de quimioluminiscencia (ECL, Amersham 
Biosciences, Piscataway, NJ). La proteína STAT3 se redujo en el tumor así como en el hígado de los animales 
tratados con ISIS 17152. Adicionalmente, el examen histológico de la masa tumoral residual revelo que además de 
ser sustancialmente más pequeños, los tumores de los animales tratados con ISIS 17152 desplegaron aéreas 15 
significativas de necrosis y muerte celular individual. 

Se llevo a cabo un experimento similar in vivo en el cual aproximadamente 1 X 10
7
 células tumorales NPM-ALK 

humanas (provistas por Dr. A. Lorenzana, Van Eslander Cancer Center, Gross Pointe Woods, MI) fueron inyectadas 
en ratones inmunocomprometidos. Este estudio fue llevado a cabo tal como se describió para la células de ratón 
NPM-ALK, utilizando ISIS 113176 (SEQ ID NO: 115) o un oligonucleótido de control no coincidente (129987, SEQ ID 20 
NO: 404) a 20 mg/kg. Los oligonucleótidos fueron inyectados subcutáneamente de manera contralateral a los lados 
del tumor. Los oligonucleótidos fueron administrados durante 14 días a grupos que contenían 3 animales cada uno. 
Los volúmenes tumorales fueron medidos y se muestran en la Tabla 44. 

Tabla 44 

Volumen tumoral en un modelo de ALCL utilizando células NPM-ALK humanas 

 Volumen tumoral mm
3
 

Día de tratamiento STAT3 ASO Oligo de control 

0 50 50 

2 100 100 

4 100 240 

6 100 520 

8 260 1310 

10 330 2670 

12 360 3140 

14 790 4810 

 25 
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Se observo mínimo o ningún crecimiento de tumores en animales tratados con ISIS 113176. Por el contario, se 
observo crecimiento tumoral en animales inyectados con un oligonucleótido de control no coincidente. Estos datos 
demuestran que la inhibición antisentido de STAT3 inhibe la expresión de proteína de STAT3 en tumores e inhibe el 
crecimiento tumoral in vivo en un modelo de ALCL. Estos hallazgos demuestran que la inhibición de STAT3 es una 
metodología terapéutica en el tratamiento de ALCL humano. 5 

Ejemplo 27 

Inhibición de crecimiento tumoral in vivo en un modelo de mieloma múltiple 

Las células de mieloma múltiple derivadas de ratones transgénicos NPM-ALK, que se caracterizan por la presencia 
de STAT3 activada constitutivamente, fueron inyectados por vía subcutánea en ratones singenéicos, los ratones 
recibieron inyecciones subcutáneas diarias de ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) o un oligonucleótido de control no 10 
coincidente (SEQ ID NO: 151) a una dosis de 20 mg/kg. Los oligonucleótidos fueron administrados durante 14 días. 
Los oligonucleótidos fueron inyectados subcutáneamente de manera contralateral a los lados del tumor. Los 
volúmenes tumorales fueron medidos cada 2 días y se muestran en la Tabla 45. 

Tabla 45 

Volumen tumoral en un modelo de ALCL usando células NPM-ALK humanas 

 Volumen tumoral nm
3
 

Día de tratamiento STAT3 ASO Oligo de control 

0 80 170 

2 80 830 

4 80 1170 

6 170 1670 

8 250 3500 

10 500 6670 

12 500 8580 

14 1170 11000 

16 1330 13670 

 15 

Como se muestra en la Tabla 45, la ISIS 17152, direccionada a STAT3 inhibió el crecimiento tumoral en este 
modelo, mientras que el oligonucleótido de control no lo hizo. Estos datos demuestran que la inhibición antisentido 
de STAT3 evita el crecimiento tumoral in vivo en un modelo de mieloma múltiple. 

Ejemplo 28 

Efectos de la inhibición antisentido de STAT3 en líneas celulares ALCL  20 

La inhibición antisentido de STAT3 fue evaluada en cuanto a sus efectos sobre el crecimiento celular y supervivencia 
en células ALCL humanas (células TS ALCL o células SU-DHL, provistas por el Dr. A. Lorenzana, Van Eslander 
Cancer Center, Gross Pointe Woods, MI). Las células TS ALCL fueron transfectadas con 0.02, 0.3, 1.5, 3, 6, 12 y 15 
M de ISIS 113176 (SEQ ID NO: 115) o la ISIS no coincidente de 3 bases 129987 (SEQ ID NO: 404) por 
electroporación. Se sometieron a electroporación 2 X 10

6
 células utilizando una unidad de electroporación Amaxa

®
 25 

(Amaxa Biosystems, Gaithersburg, MD) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de 24 horas, se 
recolectaron las células. La viabilidad celular fue evaluada por tinción con azul de tripano, la cual es tomada 
solamente por células no saludables o muertas. La viabilidad celular y la proteína de STAT3 no se redujeron en 
células tratadas con el control no coincidente. Sin embargo, las células tratadas con ISIS 113176 desplegaron una 
reducción dependiente de la dosis en la viabilidad celular, la cual fue 97%, 87%, 67%, 60% y 29% del control a dosis 30 
de 0.03, 1.5, 3, 6 y 12 M. la viabilidad celular fue reducida al 36% del control en células que recibieron una dosis 15 
M de ISIS 113176. Además de una reducción en la viabilidad celular, la transferencia Western de células tratadas, 
llevada a cabo como se describió aquí, revelo que la expresión de la proteína de STAT3 disminuyo de una manera 
dependiente de la dosis.  
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La incorporación de timidina tritiada en ADN recién sintetizado sirve como una medida de la proliferación celular. El 
crecimiento celular después de la inhibición antisentido de STAT3 fue evaluado midiendo la cantidad de timidina 
tritiada (

3
H) incorporada en las células transfectadas con ISIS 113176 (SEQ ID NO: 115). Las células SU-DHL fueron 

transfectadas con 7 µM de ISIS 113176. Las células fueron transfectadas con un STAT3 constitutivamente activado, 
STAT3c, el cual tiene una sustitución de aminoácidos que hace que la STAT3 espontáneamente dimérica, se enlace 5 
al ADN y active la transcripción (Bromberg, J.F., et al., Cell, 1999, 98, 295-303). Las células fueron cultivadas en la 
presencia de 1 Ci de 

3
H-timidina durante las últimas 18 horas de cultivo. 24, 48 y 72 horas después del tratamiento 

con oligonucleótido, las células fueron recolectadas. La incorporación de 
3
H-timidina fue medida por recuento de 

centelleo de rutina y se muestra como conteo por minuto (CPM) en la Tabla 46. Se usaron células Jurkat (las cuales 
pueden ser obtenidas de ATCC, Manassas, VA) como control para células no afectadas por la activación o inhibición 10 
de STAT3. 

Tabla 46 

Proliferación celular reducida después de inhibición antisentido en células ALCL humanas  

  
3
H-timidina incoporado, CPM 

  Tiempo después de transfección (horas) 

Tipo celular Tratamiento 24 48 72 

SU-DHL 

ISIS 113176 770 1530 1680 

STAT3c 2000 3150 3590 

No tratado 1350 2530 3090 

Jurkat 

ISIS 113176 2670 5330 8000 

STAT3c 1560 3780 5940 

No tratado 1940 3830 6440 

 

Como se muestra en la Tabla 46, la inhibición antisentido en células SU-DHL humanas inhibe marcadamente la 
proliferación celular. Las células Jurkat, las cuales no expresan STAT3 activado constitutivamente, no fueron 15 
afectadas por el tratamiento con oligonucleótido antisentido. Así, los efectos de la proliferación celular son 
específicos para la inhibición antisentido de STAT3. 

En un ensayo similar, se transfectaron células TS ALCL con 7 µM de ISIS 113176. La expresión de STAT3 y la 
escisión de PARP fueron evaluadas por transferencia Western 24, 48 y 72 horas después del tratamiento con 
oligonucleótido, usando procedimientos descritos aquí. La expresión de la proteína de STAT3 fue reducida y la 20 
escisión de PARP, un indicador de la apoptosis, fue observada, ocurriendo ambas de una forma dependiente del 
tiempo. El crecimiento celular fue evaluado midiendo la incorporación de 

3
H-timidina en estas células. 

Tabla 47 

Proliferación celular reducida después de inhibición antisentido de STAT3 en células TS ALCL 

 
3
H-timidina incorporada, CPM 

 Tiempo después de transfección (hora) 

Tratamiento  24 48 72 

ISIS 113176 770 1530 1680 

STAT3c 2000 3150 3590 

No tratada 1350 2530 3090 

Estos datos demuestran que la inhibición antisentido de STAT3 redujo la proliferación celular en células de linfoma 
anaplástico 25 

Ejemplo 29 
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Efectos de oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 en ratones normales: selección de toxicidad  

Los oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 fueron evaluados en cuanto a sus efectos en ratones 
normales. Ratones C57B1/6 fueron inyectados subcutáneamente con una dosis de 50 mg/kg de oligonucleótido, dos 
veces a la semana durante un periodo de 4 semanas. Los oligonucleótidos antisentido de STAT3 administrados 
fueron ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS 345778, ISIS 345781, ISIS 113196, ISIS 345815, ISIS 345794, o ISIS 5 
345823. La ISIS 335099 (GAGTATCACTATGGCTGGCC, SEQ ID NO: 456) no direcciono a STAT3 y fue utilizada 
como oligonucleótido de control. Los animales que recibieron inyecciones salinas fueron usados también como 
grupo de control. Cada grupo de tratamiento contenía 5 animales. Se recolectaron muestra de sangre antes del 
tratamiento (Wk0) y después de 2  (Wk2) y  4 (Wk4) semanas de tratamiento. Se midieron la glucosa, colesterol y 
triglicéridos en sangre por análisis clínico de rutina. Estos datos se muestran en la Tabla 48. 10 

Tabla 48 

Efecto de oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 en glucosa, triglicéridos y colesterol en plasma 
en ratones normales  

Tratamiento 
SEQ 
ID 
NO 

Glucosa (mg/dL) Triglicéridos (mg/dL) Colesterol (mg/dL) 

Wk 0 Wk 2 Wk 4 Wk 0 Wk 2 Wk 4 Wk 0 Wk 2 Wk 4 

Solución salina n/a 175 206 192 112 70 124 68 65 73 

113196 135 165 185 192 87 75 62 67 69 54 

337332 246 170 184 217 110 59 64 75 115 10 3 

337333 247 180 177 213 93 81 71 72 52 55 

345778 326 168 182 187 133 104 89 73 62 55 

345781 329 186 180 190 102 58 71 77 149 12 1 

345794 342 186 193 201 81 100 84 81 91 94 

345815 363 178 175 157 87 154 108 81 142 17 8 

345823 370 183 194 239 123 99 106 81 81 96 

Las transaminasas de hígado ALT y AST, cuyos incrementos pueden indicar toxicidades, también fueron medidas en 
sangre por análisis clínicos de rutina. Estos datos se muestran la Tabla 49   

Tabla 49 

Efecto de oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 sobre niveles de transaminasa en hígado en 
ratones normales 

Tratamiento 
SEQ ID 
NO 

ALT (IU/L) ALT (IU/L) 

Wk 0 Wk 2 Wk 4 Wk 0 Wk 2 Wk 4 

Solución salina Ninguno 39 30 33 57 44 64 

113196 135 33 49 76 48 52 109 

337332 246 34 191 123 48 168 159 

337333 247 32 43 44 50 53 60 

345778 326 36 44 102 47 53 106 

345781 329 32 223 204 43 170 211 

345794 342 30 34 48 40 40 63 

345815 363 31 48 85 45 47 81 

345823 370 33 37 44 44 44 57 

 15 

Después de 4 semanas de tratamiento, los animales fueron sacrificados y se preparó su ARN a partir de tejido de 
hígado. La expresión del ARNm de STAT3 fue medida por PCR en tiempo real tal como se describió aquí. Los datos 
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se muestran en la Tabla 50 como porcentaje de inhibición de la expresión de ARNm con respecto a los ratones de 
control tratados con solución salina. 

Tabla 50 

Reducción de direccionamiento de STAT3 en hígado 

Tratamiento SEQ ID NO % de Inhibición 

Control  0 

113196 135 45 

337332 246 75 

337333 247 45 

345778 326 45 

345781 329 20 

345794 342 55 

345815 363 0 

345823 370 35 

 

Como se muestra en la Tabla 50, el tratamiento con ISIS 113916, ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS 345778, ISIS 5 
345794, e ISIS 345823 produjo una reducción del ARNm en STAT3 en hígado.  

Los pesos del hígado, bazo, capa grasa y riñón fueron medidos al final del estudio. El peso de hígado promedio por 
cada grupo de tratamiento se da en la Tabla 51. 

Tabla 51 

Efecto de oligonucleótidos antisentido de STAT3 en el peso del hígado 

Tratamiento SEQ ID NO Peso (g) 

Solución salina n/a 1.3 

113196 135 1.7 

337332 246 1.5 

337333 247 1.5 

345778 326 1.8 

345781 329 1.4 

345794 342 1.7 

345815 363 1.5 

345823 370 1.5 

 10 

Los pesos de la capa grasa para animales tratados con solución salina promedió aproximadamente 0.33 g. Los 
pesos de la capa grasa promedio para los grupos de tratamiento de ISIS 337333, ISIS 345778, ISIS 345815, ISIS 
345794, o ISIS 345823 variaron desde aproximadamente 0.29 g a 0.36 g, y no fueron significativamente diferentes 
en comparación con los medidos para el grupo tratado con solución salina. El promedio para los pesos de la capa 
grasa para animales tratados con ISIS 337333, ISIS 345781, e ISIS 113196 fueron ligeramente inferiores a los 15 
controles tratados con solución salina en aproximadamente 0.23 g, 0.22 g, y 0.26 g, respectivamente.  

La medición de los pesos de bazo de los animales tratados con ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS 345778, e ISIS 
113196 dieron como resultado promedios entre aproximadamente 0.09 y 0.1 g, lo cual no difiere del promedio para 
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animales tratados con solución salina (aproximadamente 0.09 g). El peso de bazo promedio para animales tratados 
con ISIS 345815, ISIS 345794, o ISIS 345823 fue aproximadamente 0.08, 0.07, y 0.08, respectivamente. Así, el 
tratamiento con oligonucleótidos antisentido que direccionan a STAT3 no produjo un incremento en los pesos en el 
bazo de ratones normales. 

Los pesos promedio de riñón medidos para los grupos de tratamiento variaron desde aproximadamente 0.29 g hasta 5 
aproximadamente 0.34 g. En comparación con los pesos de riñón promedio medidos para controles tratados con 
solución salina (aproximadamente 0.36 g), estos datos indican que el tratamiento con oligonucleótidos antisentido 
direccionados a STAT3 no produjo ningún incremento en el peso de riñón en ratones normales.  

Los pesos corporales fueron medidos a la semana 0, 2 y 4. Los pesos corporales promedio medidos para los 
animales de control tratados con solución salina variaron desde aproximadamente 24 g a 27 g, y los animales 10 
mostraron una ganancia de peso con el tiempo. Los animales tratados con oligonucleótidos antisentido 
direccionados a STAT3 mostraron incremento similares en el peso con el tiempo, y sus pesos promedios no variaron 
significativamente de aquellos de los animales de control.  

El tratamiento de ratones normales con oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 humana no dio como 
resultado efectos adversos significativos.  15 

Ejemplo 30  

Evaluación de oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 como tratamiento para el cáncer.  

La expresión y/o activación inapropiada de STAT3 está asociada con una variedad de cánceres, incluyendo cáncer 
de próstata, carcinomas de células escamosas de la cabeza y el cuello, carcinoma pulmonar de células no pequeñas 
y carcinoma hepatocelular, mieloma múltiple, linfomas de células grandes anaplásticas, leucemia linfocítica crónica, 20 
leucemia mieloide aguda y linfoma no Hodgkin. Así, los oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 son 
evaluados en pacientes con tumores sólidos o enfermedades malignas hematológicas. Los grupos de tratamiento 
son de aproximadamente 30 a 40 pacientes. Durante un periodo de carga, los oligonucleótidos antisentido son 
administrados por vía intravenosa 3 veces en la primera semana, después de lo cual los oligonucleótidos antisentido 
son administrados semanalmente. Las dosis varían de 2 mg/kg a 10 mg/kg. Los efectos de tratamiento con 25 
oligonucleótidos antisentido son evaluados estableciendo la respuesta al tratamiento y midiendo los biomarcadores. 
Ejemplos de marcadores biológicos en pacientes con mieloma múltiple incluyen paraproteína en suero y apoptosis 
en células de mieloma múltiple circulantes. La proteína de STAT3 y la fosforilación también se miden en células de 
mieloma circulantes.  

Los oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 también son probados en pacientes que son refractarios a 30 
los agentes quimioterapéuticos o que experimentan una reaparición de un cáncer. 

Los oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 también son administrados solos o en combinación con 
otros agentes, por ejemplo, el agente quimioterapéutico Velcade

®
.  

Ejemplo 31  

Apoptosis en líneas celulares de carcinoma de pulmón después de inhibición antisentido de STAT3 humana 35 

La citoquina IL6 es un regulador corriente arriba conocido de la función de STAT3 y también es sobrerregulado en 
células cancerosas de pulmón. Puesto que la STAT3 está implicada frecuentemente en la formación de tumores y 
en la supervivencia de células epiteliales, fue de interés delinear el papel de STAT3 en células de carcinoma 
pulmonar de células no pequeñas. Con este fin, se probó la inhibición antisentido de STAT3 para sus efectos sobre 
el crecimiento celular e inducción de apoptosis. Los ensayos fueron llevados a cabo como se describió (Song et al., 40 
Oncogene, 2003, 22, 4150-4165).  

Las líneas celulares A549, H460, H358 y H1299, todas las cuales fueron obtenidas de ATCC (Manassas, VA), 
fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal al 5%, glutamina 2 mM y 1% de 
penicilina/estreptomicina (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las células A549, H358 y H1299 exhibieron 
STAT3 activada constitutivamente.  45 

Los oligonucleótidos fueron transfectados en células de cáncer pulmonar humanas usando bien sea liposomas 
encapsulados o electroporación. Las células  A549, H358 y H1299 (100,000 - 200,000 células en una placa de 60 
mm) fueron transfectadas con 500 nM de oligonucleótidos con 15 mg de LIPOFECTIN™ (Invitrogen Life 
Technologies, Carlsbad, CA) en 1.5 ml de medio OptiMEM™  (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las 
células fueron incubadas con los oligonucleótidos durante 4 horas, la muestra fue retirada y las células fueron 50 
lavadas una vez con RPM y más suero bovino fetal al 5% y luego incubadas en medio de cultivo. Para las 
inmunoprecipitaciones, los ensayos de desplazamiento de movilidad electroforética y microscopia, las células fueron 
recolectadas 24 horas después de la transfección. Para los ensayos Apo-BRDU™, las células fueron recolectadas a 
48 horas después de la transfección.  
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Para la electroporación de las células H460, las células fueron cultivadas a aproximadamente 20 – 30 X 10
6
 en 

número, tripsinizadas e incubadas con oligonucleótidos a una concentración final de 10 µm.  Las células fueron 
sometidas a electroporación en un sistema de electroporación Biorad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) a 1000 
µF y 230V en medio OPTI-MEM, Eagle en un volumen total de 400 mL. Las células fueron resembradas 
subsecuentemente en placas de 10 cm en RPMI con  FBS al 5% y 1% de penicilina/estreptomicina y colocadas en 5 
una incubadora de CO2 al 5% y 37°C durante la noche. La mañana siguiente las células fueron lavadas con PBS y 
se agregó nuevo medio con nuevo suero y antibióticos.  

La apoptosis fue probada utilizando un kit Apo-BRDU™ (Pharmingen, BD Biosciences, San Diego, CA) de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron datos de 10,000 células por condición experimental y se 
analizaron para fluorescencia en un FACScan™ Immunocytometry System usando el software CELLQuest™ (BD 10 
Biosciences, San José, CA). La apoptosis también fue detectada midiendo la escisión de la poli-(ADP-ribosa) 
polimerasa (PARP) la cual es indicativa de apoptosis, utilizando el anticuerpo PARP (Cell Signaling, Beverly, MA) 
para detectar PARP de longitud completa así como el fragmento grande escindido.  

Los ensayos de enlazamiento de ADN de STAT fueron llevados a cabo como se describió previamente (Yu et al., 
Science, 1995, 269, 81-83; Garcia et al., Cell Growth Differ., 1997, 8, 1267-1276). Los complejos proteína-ADN 15 
fueron resueltos por electroforesis no desnaturalizante en gel de poliacrilamida (PAGE) y detectados por 
autorradiografía. Los anticuerpos policlonales anti-STAT3 (C-20) usados para identificar complejos de STAT3 
específicos por el ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética (EMSA) fueron obtenidos de Santa Cruz 
Biotechnologies. Para uso en ensayos de superdesplazamiento, se incubo 1 g del anticuerpo C-20 con extracto 
nucleares durante 20 minutos a temperatura ambiente antes de la adición de la sonda radiomarcada y la 20 
electroforesis. 

Las inmunoprecipitaciones Western fueron llevadas a cabo como sigue. Los lisados celulares fueron normalizados 
en cuanto al contenido total de proteína (50 mg) y sometidos a SDS-PAGE. Los anticuerpo primarios utilizados en 
estos estudios consistieron de STAT3 (Transduction Laboratories, Lexington, KY), STAT3 Y705 fosforilado (Cell 
Signaling, Beverly, MA) PARP (Cell Signaling, Beverly, MA), y beta-actina  (Sigma, St. Louis, MO). La detección de 25 
proteínas fue lograda utilizando anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rábano y el kit de 
quimioluminiscencia potenciada (ECL) de Amersham Biosciences (Piscataway, NJ).  

Las células A549 fueron transfectadas sin oligonucleótidos, antisentido u oligonucleótidos no coincidente y después 
de 24 horas las células fueron recolectadas y se prepararon extractos de proteína total y nucleares. La transferencia 
Western revelo una reducción en el contenido total de proteína de STAT3 de las células por ISIS 113176, mientras 30 
que no se vio reducción en células tratadas con el oligonucleótido de control no coincidente o en células no tratadas. 
La reducción de los niveles de STAT3 fue acompañada por la activación de la apoptosis como lo evidencia la 
escisión de (PARP) tan pronto como en 24 horas después de la transfección, mientras que no se observo escisión 
de PARP en las células tratadas con el control no coincidente o no tratadas. Según se ensayo con EMSA, la 
inhibición antisentido de STAT3 dio como resultado una inhibición casi completa de la actividad de enlazamiento de 35 
ADN a STAT3, mientras que el tratamiento con oligonucleótidos no coincidentes no afecto la actividad de 
enlazamiento de ADN a STAT3. El examen fotomicroscópico de células tratadas con ISIS 113176 durante 48 horas 
revelo números reducidos y apariencia de tamaño y forma celular alterados con incremento acompañante en los 
residuos celulares y en células vacuoladas. Por el contario, las células tratadas con el oligonucleótido de control no 
coincidente parecieron no tener cambios en el número de células, tamaño, forma ni en tener residuos celulares 40 
incrementados que sugieran muerte celular.   Para proveer evidencia adicional para soportar el papel de STAT3 en 
el control de la apoptosis en células A549, las células fueron recolectadas y probadas en cuanto a fragmentación de 
ADN por incorporación de Apo-BrdU. Los resultados de los tres experimentos independientes fueron reunidos y se 
determino el porcentaje de apoptosis por el porcentaje de células que incorporaron Apo-BrdU. Las células tratadas 
con oligonucleótidos antisentido de STAT3 tenían una incorporación de Apo-BrdU incrementada, aproximadamente 45 
16 veces con respecto a la de las células tratadas con el control no coincidente y aproximadamente 48 veces la de 
las células de control no tratadas, resultados que son indicativos de la apoptosis. Las células no tratadas y las 
tratadas con control no coincidente tuvieron una evidencia mínima de ADN mellado.  Por lo tanto, la inhibición 
antisentido de STAT3 indujo la apoptosis, según lo indica la escisión de PARP y la fragmentación de ADN, en 
células de carcinoma de pulmón A549.  50 

Para extender los hallazgos con células A549, se llevaron a cabo experimentos similares con células de carcinoma 
de pulmón H358 y H1299. La inhibición antisentido de STAT3 dio como resultado la  pérdida de la proteína de 
STAT3 en células tanto H358 como H1299 en comparación con tratamiento con el oligonucleótido de control no 
coincidente. La activación de rutas apoptóticas fue demostrada en células H358, evidenciadas por la escisión de 
PARP en células tratadas con ISIS 113176, mientras que no se vio evidencia de apoptosis en células H1299, a 55 
pesar de la proteína STAT3 ausente.  

El efecto del tratamiento con oligonucleótidos antisentido de STAT3 También fue establecido en células de 
carcinoma de pulmón H460 que tuvieron mínima actividad de enlazamiento de ADN de STAT3. Las células H460 
fueron transfectadas con hasta 10 m de ISIS 113176 o ISIS 129987 por electroporación. La actividad  de STAT3 
medida por EMSA mostró una mínima actividad de enlazamiento de ADN, la cual fue reducida por la inhibición 60 
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antisentido de STAT3 pero no por el tratamiento con el oligonucleótido de control no coincidente. No fueron 
evidentes efectos sobre la morfología celular o el número de células, la apoptosis no se incremento  (0.53% y 0.27% 
de células apoptóticas después del tratamiento con ISIS 129987 e ISIS 113176, respectivamente), y no se observo 
incorporación incrementada de  Apo-BrdU. Estos datos soportan la conclusión de que la inhibición antisentido de 
STAT3 es específica y no induce la muerte celular en células H460, las cuales tienen mínima actividad de STAT3. 5 

A partir de estos datos, es evidente que la inhibición antisentido de STAT3 dio como resultado la apoptosis en 
células A549 y H358 mientras que no se vio observación de apoptosis en células H1299 o H460. Estos hallazgos 
demuestran que la inhibición directa de STAT3 lleva a la muerte celular apoptótica y sugiere que la STAT3 controla 
las rutas apoptóticas en ciertas células de cáncer pulmonar humano.  

Ejemplo 32  10 

Inhibición antisentido de STAT3 humana en células de cáncer de próstata   

La patogénesis de mieloma múltiple involucra la activación de STAT3 por la citoquina IL-6, la cual evita la apoptosis. 
Obedeciendo a la asociación de citoquinas, incluyendo la IL-6, con el cáncer de próstata, se investigo la función de 
la STAT3 en células de cáncer de próstata. En una realización adicional, células DU145 sometidas a inhibición 
antisentido de STAT3 fueron evaluadas en cuanto a la actividad de STAT3, apoptosis y proliferación. Los 15 
procedimientos usados en estos ensayos fueron descritos en detalle por Mora, et al. (Cancer Research, 2002, 62, 
6659-6666).  

Las células de cáncer de próstata DU145 fueron obtenidas de ATCC (Manassas, VA) y fueron cultivadas en medio 
RPMI suplementado con suero bovino fetal al 10%. Las células fueron tratadas con 250 nM de ISIS 113176 (SEQ ID 
NO: 115) o ISIS 129987 (GCTCCAATACCCGTTGCTTC, SEQ ID NO: 404), un oligonucleótido de control no 20 
coincidente que no direcciona a STAT3. Las células fueron sembradas a una densidad de 2 X 10

6 
células en una 

placa de 10 cm 18 horas antes de la transfección. Las células fueron transfectadas durante 3 horas con 
Lipofectamine™ Plus (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) sola, con Lipofectamine ™ Plus e ISIS 113176 o 
con Lipofectamine™ Plus con ISIS 129987. Las células no tratadas sirvieron como control.  

Después de 24 horas de tratamiento las células fueron recolectadas para aislar proteína y preparar el extracto 25 
nuclear. La actividad de enlazamiento de ADN de la STAT3 fue evaluada por el ensayo de desplazamiento por  
movilidad electroforética (EMSA) en extractos nucleares. Se incubaron 5 ug de proteína celular total con una sonda 
de oligonucleótido marcada con 

32
P que se enlaza a las proteínas de STAT3 activadas. Los complejos proteína-ADN 

fueron resueltos por electroforesis en poliacrilamida no desnaturalizante y detectados por autorradiografía. Los 
niveles de proteína de STAT3 fueron evaluados por transferencia Western, utilizando un anticuerpo de Santa Cruz 30 
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Las células transfectadas también fueron recolectadas y fijadas en etanol al 95% 
para la tinción inmunohistoquímica de STA3 fosforilada, utilizando un anticuerpo policlonal humano de conejo 
(Phospho-Tyr705-Stat3; Cell Signaling, Beverly, MA).  

La EMSA revelo una actividad de enlazamiento de ADN de STAT3 altamente disminuida en las células DU145 
transfectadas con ISIS 113176, en comparación con las células de control (oligonucleótido de control no coincidente, 35 
Lipofectaminern Plus solo o sin tratamiento). Un anticuerpo de STAT3 bloqueó y desplazó esta actividad de 
enlazamiento de ADN, confirmando que la actividad corresponde a STAT3. La expresión de la proteína STAT3 fue 
reducida grandemente en células DU145 transfectadas con ISIS  113176, en comparación con células de control. 
Adicionalmente, la tinción de STAT3 fosforilada fue abolida en células transfectadas DU145. Estos datos 
demuestran que la inhibición antisentido de STAT3 dio como resultado una reducción en los niveles de proteína de 40 
STAT3, incluyendo STAT3 fosforilada, y en la actividad de enlazamiento de ADN de STAT3. 

La apoptosis en células DU145 de control y transfectadas fue evaluada midiendo los niveles de caspasa-3, usando 
un anticuerpo específico para caspasa-3 activada, de acuerdo con el protocolo del fabricante (Becton Dickinson 
PharMingen, San Diego, CA). La tinción fue analizada por citometría de flujo. La proliferación celular fue medida 
contando el número de células viables utilizando un hemocitómetro y exclusión por coloración con azul de tripano. 45 
Las caspasa-3 activada fue aproximadamente 5%, 7% y 18% de los controles no tratados en células que recibieron 
Lipofectamine™ Plus solo, ISIS 129987 o ISIS 113176, respectivamente, demostrando un incremento en la 
apoptosis después de la inhibición antisentido de STAT3. La proliferación celular también fue suprimida durante un 
periodo de 48 horas y no se elevo por encima de 3 X 10

6
 células en muestras tratadas con ISIS 113176. El número 

de células tratadas con control no coincidente y Lipofectamine-Plus se incremento durante el mismo periodo de 48 50 
horas, a aproximadamente  5 X 10

6
 y 9 X 10

6
 células, respectivamente.  

Ejemplo 33  

Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 de ratón con alas 2’-MOE y una brecha desoxi  

De acuerdo con la presente divulgación, se diseño una serie adicional de oligonucleótidos para direccionar  a 
diferentes regiones de la STAT3 de ratón, utilizando secuencias publicadas (número de acceso GenBank

®
 U06922, 55 

incorporada aquí como SEQ ID NO: 82, el complemento de los nucleótidos 12369484 a 12421464 de número de 
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acceso GenBank
®
 NT_039521.2, incorporada aquí como SEQ ID NO: 461; número de acceso GenBank

®
 

NM_213659.1, incorporada aquí como SEQ ID NO: 462; y número de acceso GenBank
®
 NM_011486.3, incorporada 

aquí como SEQ ID NO: 463). Los oligonucleótidos se muestran en la Tabla 52. “Sitio objetivo” indica el primer 
número de nucleótido (más cercano a 5’) en la secuencia objetivo particular al cual se enlaza el oligonucleótido. 
Todos los compuestos en la Tabla 52 son oligonucleótidos quiméricos ("oligómeros con brecha") de 20 nucleótidos 5 
de longitud, compuestos de una región “brecha” central consistente de diez 2’-desoxinucleótidos, la cual está 
flanqueada en ambos lados (direcciones 5’ y 3’) por “alas” de cinco nucleótidos. Las alas están compuestas de 2’-O-
metoxietilo (2’-MOE) nucleótidos. Los enlaces internucleósido (esqueleto) son fosforotioato (P=S) a lo largo del 
oligonucleótido. Todos los residuos de citidina son 5-metilcitidinas.  

Los compuestos fueron analizados en cuanto a su efecto sobre los niveles de ARNm de STAT3 de ratón mediante 10 
PCR en tiempo real tal como se describió en otro ejemplo aquí. Los datos son promedio de 2 experimentos en los 
cuales las células b.END fueron tratadas con 75 nM de oligonucleótidos antisentido.  

La línea celular b.END endotelial de cerebro de ratón fue obtenida del Dr. Werner Risau en el Max Plank Institute 
(Bad Nauheim, Alemania). Las células b.END fueron cultivadas de manera rutinaria en DMEM, con alta glucosa 
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) suplementado con suero bovino fetal al 10% (Invitrogen Life 15 
Technologies, Carlsbad, CA). Las células fueron pasadas de rutina por tripsinización y dilución cuando alcanzaron 
aproximadamente 90% de confluencia. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos (Falcon-Primaria 
#3872, BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad de aproximadamente 3000 células/pozo para uso en 
experimentos de transfección con compuestos oligoméricos. 

Las sondas y cebadores para STAT3 de ratones fueron diseñadas para hibridar una secuencia de STAT3 de ratón, 20 
utilizando información de secuencia publicada (número de acceso GenBank

®
 NMR_213659.1, incorporada aquí 

como SEQ ID NO: 462). Para STAT3 de ratón los cebadores de PCR fueron: cebador de avance: 
GCCACGTTGGTGTTTCATAATCT (SEQ ID NO: 464) cebador inverso: GATAGAGGACATTGGACTCTTGCA (SEQ 
ID NO: 465) y la sonda de PCR fue: FAM-TTGGGTGAAATTGACCAGCAATATAGCCG-TAMRA (SEQ ID NO: 466) 
donde  FAM es el colorante fluorescente y TAMRA es el colorante de detención. 25 

Tabla 52 

Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 de ratón con alas 2’-MOE y una brecha 
desoxi 

Isis # Región 
SEQ ID 
NO 
Objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ 
ID NO 

106747 Codificación  82 2017 GCCCATGATGATTTCAGCAA 70 58 

133003 3´UTR 82 2527 AAAAAGTGCCCAGATTGCCC 76 99 

337269 Codificación  82 339 TTCTCAAGATACCTGCTCTG 41 183 

337270 Codificación  82 344 TTGGCTTCTCAAGATACCTG 76 184 

337287 Codificación  82 627 TGGTTGTTTCCATTCAGATC 60 201 

337289 Codificación  82 660 TCCAGCTGCTGCATCTTCTG 65 203 

337294 Codificación  82 783 CTCTTCCAGTCAGCCAGCTC 51 208 

337298 Codificación  82 873 AGTTGAGATTCTGCTAATGA 35 212 

337299 Codificación  82 878 TCTGAAGTTGAGATTCTGCT 69 213 

337302 Codificación  82 1110 TTGACCAGCAACCTGACTTT 30 216 

337303 Codificación  82 1134 AGCTGATAATTCAACTCAGG 76 217 

337304 Codificación  82 1139 TTTTAAGCTGATAATTCAAC 1 218 

337317 Codificación  82 1412 CTAGGTCAATCTTGAGGCCT 50 231 

337319 Codificación  82 1425 AAGGAGTGGGTCTCTAGGTC 9 233 

337320 Codificación  82 1430 CTGGCAAGGAGTGGGTCTCT 55 234 
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Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 de ratón con alas 2’-MOE y una brecha 
desoxi 

Isis # Región 
SEQ ID 
NO 
Objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ 
ID NO 

337322 Codificación  82 1457 TCTGACAGATGTTGGAGATC 32 236 

337323 Codificación  82 1462 TGGCATCTGACAGATGTTGG 54 237 

337328 Codificación  82 1686 CATGTGATCTGACACCCTGA 51 242 

337329 Codificación  82 1691 TAGCCCATGTGATCTGACAC 52 243 

337331 Codificación  82 1721 CCTTGCCAGCCATGTTTTCT 57 245 

337332 Codificación  82 1726 GAAGCCCTTGCCAGCCATGT 77 246 

337334 Codificación  82 1736 CCCAGAAGGAGAAGCCCTTG 47 248 

337337 Codificación  82 1992 ATGTTGTTCAGCTGCTGCTT 62 251 

337338 Codificación  82 1997 ATGACATGTTGTTCAGCTGC 77 252 

337339 Codificación  82 2002 AGCAAATGACATGTTGTTCA 53 253 

337340 Codificación  82 2007 ATTTCAGCAAATGACATGTT 44 254 

337341 Codificación  82 2012 TGATGATTTCAGCAAATGAC 42 255 

337342 Codificación  82 2022 TTATAGCCCATGATGATTTC 10 256 

337343 Codificación  82 2027 TGATCTTATAGCCCATGATG 70 257 

337344 Codificación  82 2032 ATCCATGATCTTATAGCCCA 70 258 

337375 3´UTR 82 2704 ACCAGGAGGCACTTGTCTAA 59 89 

367289 Intrón 461 3664 CTTAATTCTTAGAGATCCAC 66 467 

367290 Intrón 1 461 13469 CACACTAATGCAAGATGCTA 51 468 

367291 Intrón  461 24761 AAAAAGTGATCTACCAACAG 25 469 

367292 
Exón 8: 
Intrón 8 

461 34889 CAACTCTTACCAGTTTTCCA 0 470 

367293 Codificación 82 2253 ATCAATGAATCTAAAGTGCG 18 471 

367294 
Codón de 
inicio 

462 147 CACTGAGCCATCCTGCTGCA 50 472 

367295 Codón de 
inicio 

462 156 AGCTGGTTCCACTGAGCCAT 60 473 

367296 Codificación 462 380 TGTGCTGATAGAGGACATTG 70 474 

367297 Codificación 462 475 AGACTCTTCCCACAGGCATC 63 475 

367298 Codificación 462 864 CAGTCAGCCAGCTCTTCATC 52 476 

367299 Codificación 462 940 AGTTATCCAGTTTTCCAGAC 40 477 

367300 Codificación 462 990 TCCAGTTTCTTAATTTGTTG 44 478 

367301 Codificación 462 1016 TGTAGGACACTTTCTGCTGC 62 479 

367302 Codificación 462 1169 ACTGGACACCAGTCTTGATG 14 480 

ES 2 521 599 T3

 



100 
 

Fosforotioato u oligonucleótidos quiméricos direccionados a STAT3 de ratón con alas 2’-MOE y una brecha 
desoxi 

Isis # Región 
SEQ ID 
NO 
Objetivo 

Sitio 
objetivo 

Secuencia 
% 
inhibición 

SEQ 
ID NO 

367303 Codificación 462 1231 TTTAATTTTAAGCTGATAAT 0 481 

367304 Codificación 462 1236 CACACTTTAATTTTAAGCTG 40 482 

367305 Codificación 462 1241 CAATGCACACTTTAATTTTA 15 483 

367306 Codificación 462 1300 GCCCAGAATGTTAAATTTCC 54 484 

367307 Codificación 462 1379 CCCTAAGGGTCAGGTGCTTG 69 485 

367308 Codificación 462 1398 CCATTCCCACATCTCTGCTC 55 486 

367309 Codificación 462 1458 AAGGTGATCAGGTGCAGCTC 44 487 

367310 Codificación 462 1505 GGGTCTCTAGGTCAATCTTG 46 488 

367311 Codificación 462 1525 CACCACAACTGGCAAGGAGT 75 489 

367312 Codificación 462 1588 GGTCAGCATGTTATACCACA 69 490 

367313 Codificación 462 1647 ACTTGGTCCCAGGTTCCAAT 54 491 

367314 Codificación 462 1763 GACACCCTGAGTAGTTCACA 58 492 

367315 Codificación 462 1803 CCAGCCATGTTTTCTTTGCA 50 493 

367316 Codificación 462 1842 ATGATATTGTCTAGCCAGAC 49 494 

367317 Codificación 462 1868 CCAAGATATACTTTTTCACA 30 495 

367318 Codificación 462 1883 CTTCATTCCAAAGGGCCAAG 23 496 

367319 Codificación 462 2005 CCAAGTGAAAGTGACCCCTC 25 497 

367320 Codificación 462 2023 ACTGATGTCCTTTTCCACCC 50 498 

367321 Codificación 462 2033 GGGTCTTGCCACTGATGTCC 50 499 

367322 Codificación 462 2043 GACTGGATCTGGGTCTTGCC 67 500 

367323 Codificación 462 2273 CACAGATGAACTTGGTCTTC 32 501 

367324 Codificación 462 2283 GTTGGTGTCACACAGATGAA 35 502 

367325 Codificación 462 2303 CAATGGTATTGCTGCAGGTC 50 503 

367326 Codificación 462 2308 CAGGTCAATGGTATTGCTGC 64 504 

367327 Codificación 462 2341 CATCAATGAATCTAAAGTGC 72 505 

367328 Codificación 462 2346 AACTGCATCAATGAATCTAA 50 506 

367329 Codificación 462 2351 TTCCAAACTGCATCAATGAA 40 507 

367330 Codificación 462 2356 GTTATTTCCAAACTGCATCA 46 508 

367331 Codificación 462 2423 AGGTCAGATCCATGTCAAAC 61 509 

367332 3´UTR 462 2893 AGTCCTAGCTTCTATGTGGA 70 510 

367333 3´UTR 462 2307 ATCAATGAATGGTGTCACAC 0 511 
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Ejemplo 34  

Inhibición  antisentido de STAT3 lleva a muerte celular e inhibición del crecimiento tumoral en un modelo de mieloma 
múltiple 

En una realización adicional, fue investigado el requerimiento para STAT3 en el desarrollo de mieloma múltiple y en 
el crecimiento de tumores derivados de mieloma múltiple. Ratones transgénicos NPM-ALK (NPM-ALK Tg) 5 
desarrollaron espontáneamente mieloma múltiple caracterizado por STAT3 activado constitutivamente. Para 
determinar si la STAT3 es requerida para el desarrollo de mieloma múltiple, la STAT3 fue perturbada genéticamente 
en células B de ratones NPM-ALK Tg. El locus de STAT3 de ratón fue manipulado para contener sitios de 
reconocimiento de Cre recombinasa (sitios loxP) como fue descrito previamente (Raz et al., PNAS, 1999, 96, 2846-
2851). Cuando los ratones que portaban este locus de STAT3 modificado fueron cruzado con ratones que alojaba un 10 
transgen de Cre combinasa, la Cre combinasa corta la porción del locus flanqueada por los sitios loxP, dando como 
resultado un locus STAT3 borrado. Los ratones NPM-ALK Tg fueron cruzados para introducir el gen STAT3 
perturbado condicionalmente. Estos ratones fueron cruzados entonces con ratones que portaban un transgen Cre 
específico de CD 19+, el cual expresa Cre bajo el control del gen CD19 restringido del linaje B (Rickert et al., Nuc. 
Acids Res., 1997, 25, 1317). Las crías resultantes alojaban una eliminación específica en células B del gen STAT3. 15 
Las células B pueden ser identificadas por el antígeno CD19, y maduran en las células de plasma responsables del 
mieloma múltiple, las cuales  son identificadas por la presencia de los antígenos tanto CD19 como CD 138. 

Los ratones fueron cruzado como se describió y la genotipia de las crías revelo que más del 80% de todas las 
células CD19+ o CD138+ (identificadas como se describió previamente, Chiarle et al., Blood, 2003, 101, 1919-1927) 
sufrieron eliminación de STAT3. Además, en 23 animales NPM-ALK Tg deficientes en STAT3 examinados, no se 20 
detectaron células de mieloma múltiple negativas a STAT3. Se prepararon extractos nucleares a partir de estas 
células como se describió previamente (Mora et al., Cancer Res. 62:6659, 2002). La detección de STAT3 fosforilado 
en extracto nucleares por transferencia Western como se describe aquí revelo que todas las células de mieloma 
múltiple CD138+ en estos ratones contenían STAT3 fosforilado nuclear detectable. Según se determino por 
transferencia Southern (como se describe en Raz et al., PNAS, 1999, 96, 2846-2851), el gen STAT3 en estas 25 
células estaba intacto. Estos datos demuestran que el STAT3 es absolutamente requerido para la transformación de 
las células de plasma. 

Las células CD19+ positivas para STAT3 dieron como resultado el desarrollo de mieloma múltiple, y las células con 
mieloma múltiple fueron trasplantadas en ratones receptores. Los efectos de la inhibición antisentido de STAT3 
fueron probados en los tumores resultantes. Las células de mieloma múltiple fueron inyectadas por vía subcutánea 30 
(2 X 10

6
 células) o intravenosa (1 X 10

7
 células) en ratones lampiños o singenéicos (ratones Balb/c). Los animales 

con tumores de mieloma múltiple medibles (aproximadamente 0.5 mm
3
) fueron inyectados diariamente con ISIS 

17152 (SEQ ID NO: 99) o el oligonucleótido de control ISIS 28084 (SEQ ID NO: 151) a una dosis de 20 mg/kg 
durante 14 días. Las inyecciones fueron administradas por vía subcutánea, contralateralmente a los tumores. Cada 
grupo de tratamiento incluyo de 3 a 9 animales. 35 

Después de 15 días de tratamiento con oligonucleótido, el crecimiento tumoral en animales inyectados con ISIS 
17152 fue reducido a 15% con respecto al de los animales inyectados con oligonucleótido de control. Según se 
juzga por el análisis histológico de rutina, los tumores tratados con ISIS 17152 desplegaron áreas necróticas 
grandes a lo largo de los mismos, en comparación con los tumores tratados con el oligonucleótido de control, el cual 
muestra solamente cifras apoptóticas sencillas. Adicionalmente, los niveles de IgM en suero, los cuales se 40 
incrementan en mieloma múltiple, fueron medidos por ELISA usando un kit disponible comercialmente (por ejemplo, 
OPT-EIA™, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) y se encontró que disminuyeron en animales tratados con 
ISIS 17152, en comparación con los animales tratados con el oligonucleótido de control. Adicionalmente, la rata 
global de supervivencia de los animales que recibieron el tratamiento con ISIS 17152 se incremento 
significativamente, con respecto a los animales de control.   45 

Se llevo a cabo un experimento similar en ratones en los cuales se habían desarrollado tumores de 1 cm
3
, para 

probar los efectos de la inhibición antisentido de STAT3 sobre tumores bien establecidos. Los ratones fueron 
tratados diariamente durante 14 días con 40 mg/kg de ISIS 17152 o del oligonucleótido de control. En este 
experimento, se observo necrosis tumoral y detención del ciclo de células tumorales como resultado de la inhibición 
antisentido de STAT3.  50 

La apoptosis en tumores fue evaluada por la tinción con Annexin-V, utilizando un kit de tinción Annexin-V (Clontech, 
Palo Alto, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, las células fueron resuspendidas en 0.2 
mL de regulador de tinción (HEPES 10 mM, pH 7.4, NaCl 140 mM, CaCl2 5 mM) y 10 µL de yoduro de propidio (50 
µg/ml) y 5 µL de reactivo Annexin-V que fueron agregados a 4°C durante 10 minutos. Las muestras fueron diluidas 
con el regulador FacsFlow y analizadas sobre un Becton Dickinson FACScan™ (Mountain View, CA). En células 55 
tumorales de ratones que recibieron el oligonucleótido antisentido direccionado a STAT3, se observo un incremento 
de aproximadamente 2 veces en las células tumorales positivas a Annexin-V, en comparación con el control. La 
apoptosis también fue evaluada por tinción TUNEL, llevada a cabo usando un kit comercialmente disponible (por 
ejemplo, APO-DIRECT™, Pharmingen, BD Biosciences, San Diego, CA) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. En células tumorales de ratones tratados con  ISIS 17152, estuvieron presentes grandes áreas de células 60 
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positivas a TUNEL, en contraste con los tumores tratados con el oligonucleótido de control. Estos datos demuestran 
que la inhibición antisentido produjo apoptosis en tumores de mieloma múltiple trasplantados. 

La detención del ciclo celular fue evaluada por citometría de flujo. Se prepararon células como se describe aquí. Las 
células de tumores tratados con ISIS 17152 (dosis de 20 mg/kg) exhibieron una reducción del 45% en la población 
en fase S, en comparación con células de tumores tratados con control. Así, la inhibición antisentido de STAT3 lleva 5 
a una detención en la fase G1 del ciclo celular. 

Los tumores de mieloma múltiple primarios y tumores trasplantados fueron evaluado por transferencia Western para 
la expresión de STAT3, STAT3 fosforilada, Bcl-xL, survivina, ERK, ERK fosforilada y c-myc. Los lisados de proteína 
fueron preparados y sometidos a análisis por transferencia Western, utilizando anticuerpos disponibles 
comercialmente (anticuerpos de STAT3 y STAT3 fosforilada obtenidos como se describió aquí; otros anticuerpos 10 
están disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Tanto en tumores de mieloma múltiple primarios 
como trasplantados, se observaron altos niveles de estas proteínas, indicando que las células del tumor 
trasplantadas exhiben características similares a las células tumorales primarias. 

También se probaron tratamientos de combinación en el modelo de ratón de mieloma múltiple. Animales que 
portaban tumores originados de células de mieloma múltiple trasplantadas fueron tratados con ISIS 17152 en 15 
combinación con bortezomib (conocido comercialmente como Velcade

®
, Millenium Pharmaceuticals, Cambridge, 

MA) o ciclofosfamida (conocida comercialmente como Endoxana
®
, AstaMedica, Frankfurt, Alemania). Un grupo de 

tratamiento, consistente de al menos 10 animales, recibe una dosis subcutánea diaria de ISIS 17152 a 20 mg/kg, en 
combinación con bortezomib, durante 14 días.  El bortezomib es administrado por vía intravenosa a dosis que varían 
desde 0.05 mg/kg a 1.0 mg/kg, dos veces a la semana para el periodo de estudio de 14 días. Un grupo de 20 
tratamiento adicional, consistente de al menos 10 animales, recibe una dosis diaria subcutánea de ISIS 17152 a 20 
mg/kg, en combinación con ciclofosfamida. La  ciclofosfamida se administra intraperitonealmente a una dosis de 35 
mg/kg, dos veces a la semana durante el periodo de estudio de 14 días. En los grupos de tratamiento de 
combinación, se evalúan los siguientes puntos finales: crecimiento tumoral, rata de supervivencia, niveles de IgM en 
suero, apoptosis, detención del ciclo celular, niveles de proteína de STAT3 y STAT3 fosforilada, y necrosis tumoral.  25 

Estos datos demuestran que la inhibición antisentido de STAT3 lleva a una detención de la fase G1, muerte celular e 
inhibición del crecimiento tumoral in vivo. Así, los oligonucleótidos antisentido direccionados a STAT3 son agentes 

terapéuticos con aplicaciones en el tratamiento de mieloma múltiple.  
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Listado de secuencias  

<110> Isis Pharmaceuticals, Inc.  

<120> modulación de oligonucleótidos antisentido de la expresión STAT3 

<130> ISPH-0883  

<140>  5 

<141>  

<150> 10/773,678  

<151> 2004-02-06  

<150> 10/713,139  

<151> 2003-11-14  10 

<150> 09/758,881  

<151> 2001-01-11 

<150> PCT/US00/09054  

<151> 2000-04-06  

<150> 09/288,461  15 

<151> 1999-04-08  

<160> 511  

<170> PatentIn Ver. 2.1 y FastSeq Ver. 4.0  

<210> 1  

<211> 2787  20 

<212> ADN  

<213> Homo sapiens  

<400> 1 
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<210> 2  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  5 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  
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<400> 2 

gtctgcgccg ccgccccgaa         20  

 

<210> 3  

<211> 20  5 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  10 

 

<400> 3  

ggccgaaggg cctctccgag           20  

 

<210> 4  15 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  20 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 4  

tcctgtttct ccggcagagg           20  

 25 

<210> 5  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 30 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 5  

 35 

<210> 6  
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<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  5 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 6  

gccatcctgt ttctccggca           20 

 10 

<210> 7  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 15 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 7  

gggccatcct gtttctccgg         20  20 

 

<210> 8  

<211> 20  

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial  25 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 8  30 

ttgggccatc ctgtttctcc         20  

 

<210> 9  

<211> 20  

<212> ADN  35 

<213> Secuencia Artificial  
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<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 9  5 

cattgggcca tcctgtttct       20  

 

<210> 10  

<211> 20  

<212> ADN  10 

<213> Secuencia Artificial   

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 15 

<400> 10  

tccattgggc catcctgttt  20  

 

<210> 11  

<211> 20  20 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  25 

 

<400> 11  

attccattgg gccatcctgt       20 

 

<210> 12  30 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  35 
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<400> 12  

tgattccatt gggccatcct       20  

 

<210> 13  

<211> 20  5 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido  10 

 

<400> 13  

gctgattcca ttgggccatc       20 

 

<210> 14  15 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  20 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 14  

tagctgattc cattgggcca       20  

 25 

<210> 15  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 30 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 15  

tgtagctgat tccattgggc       20  35 
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<210> 16  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  5 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 16  

ctgtagagct gatggagctg       20  

 10 

<210> 17  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 15 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 17  

cccaatcttg actctcaatc       20  20 

<210> 18  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 25 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 18 

cccaggagat tatgaaacac       20  30 

 

<210> 19  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  35 
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<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 19  

acattcgact cttgcaggaa       20  5 

 

<210> 20  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  10 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 20  

tctgaagaaa ctgcttgatt       20  15 

 

<210> 21  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  20 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 21  25 

ggccacaatc cgggcaatct       20  

 

<210> 22  

<211> 20  

<212> ADN  30 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 35 

<400> 22  
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tggctgcagt ctgtagaagg       20  

 

<210> 23  

<211> 20  

<212> ADN  5 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 10 

<400> 23  

ctgctccagc atctgctgct       20  

 

<210> 24  

<211> 20 15 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 20 

<400> 24  

tttctgttct agatcctgca       20  

 

<210> 25  

<211> 20  25 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  30 

 

<400> 25  

tagttgaaat caaagtcatc       20  

 

<210> 26  35 

<211> 20  
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<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  5 

 

<400> 26  

ttccattcag atcttgcatg       20  

 

<210> 27  10 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  15 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 27  

tctgttccag ctgctgcatc       20  

 20 

<210> 28  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 25 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 28  

tcactcacga tgcttctccg       20  30 

 

<210> 29  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 29  

gagttttctg cacgtactcc  20  5 

 

<210> 30  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  10 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 30  15 

atctgttgcc gcctcttcca  20  

 

<210> 31 

<211> 20  

<212> ADN  20 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 25 

<400> 31  

ctagccgatc taggcagatg 20  

 

<210> 32  

<211> 20  30 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<400> 32  

cgggtctgaa gttgagattc  20  

 

<210> 33  

<211> 20  5 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  10 

 

<400> 33  

cggccggtgc tgtacaatgg  20  

 

<210> 34  15 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  20 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 34  

tttcattaag tttctgaaca        20  

 25 

<210> 35  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 30 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 35  

aggatgcatg ggcatgcagg       20  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<210> 36  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 5 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 36  

gaccagcaac ctgactttag       20  10 

 

<210> 37  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  15 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 37  20 

atgcacactt taattttaag  20  

 

<210> 38  

<211> 20  

<212> ADN  25 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 30 

<400> 38  

ttccgggatc ctctgagagc  20  

 

<210> 39  

<211> 20  35 

<212> ADN  

ES 2 521 599 T3
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<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 5 

<400> 39  

ttccatgttc atcacttttg        20  

 

<210> 40   

<211> 20  10 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  15 

 

<400> 40  

gtcaagtgtt tgaattctgc        20  

 

<210> 41  20 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  25 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 41  

caatcaggga agcatcacaa    20  

<210> 42  30 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  35 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

ES 2 521 599 T3
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<400> 42  

tacacctcgg tctcaaaggt      20  

 

<210> 43  5 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  10 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 43  

tgacaaggag tgggtctcta    20  

 15 

<210> 44  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 20 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 44  

cgcccaggca tttggcatct      20  25 

 

<210> 45  

<211> 20  

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial  30 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 45  35 

cattcttggg attgttggtc        20  

ES 2 521 599 T3
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<210> 46  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 5 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 46  

cacttggtcc caggttccaa        20  10 

 

<210> 47  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  15 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 47  20 

cccgcttggt ggtggacgag         20  

 

<210> 48  

<211> 20  

<212> ADN  25 

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 48  30 

agttcacacc aggccctagg        20  

 

<210> 49  

<211> 20  

<212> ADN  35 

<213> Secuencia Artificial  

ES 2 521 599 T3
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<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 49  5 

gttttctttg cagaagttag     20  

<210> 50  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  10 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 50  15 

atattgtcta gccagaccca        20  

 

<210> 51  

<211> 20  

<212> ADN  20 

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

<400> 51  

aacccatgat gtacccttca         20  25 

 

<210> 52 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  30 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 52  35 

gcttagtgct caagatggcc    20  

ES 2 521 599 T3
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<210> 53  

 <211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  5 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 53  10 

gctgctttca ctgaagcgca        20  

<210> 54  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  15 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 54  20 

gtgaaagtga cgcctccttc        20  

 

<210> 55  

<211> 20  

<212> ADN  25 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 30 

<400> 55  

ctgatgtcct tctccaccca     20  

 

<210> 56  

<211> 20  35 

<212> ADN  

ES 2 521 599 T3
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<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 5 

<400> 56  

actggatctg ggtcttaccg        20  

 

<210> 57  

<211> 20  10 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  15 

 

<400> 57  

aaatgacatg ttgttcagct        20  

<210> 58  

<211> 20  20 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  25 

 

<400> 58  

gcccatgatg atttcagcaa        20  

 

<210> 59  30 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  35 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

ES 2 521 599 T3
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<400> 59  

tattggtagc atccatgatc        20  

 

<210> 60  5 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  10 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 60  

atagacaagt ggagacaaca       20  

<210> 61  15 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  20 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 61  

ttgggaatgt caggatagag      20  

<210> 62  25 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  30 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 62  

ctcctggctc tctggccgac        20  

 35 

<210> 63  

ES 2 521 599 T3
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<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  5 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 63  

acctgggtca gcttcaggat      20  

 10 

<210> 64  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 15 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 64  

cacagataaa cttggtcttc        20  20 

 

<210> 65  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  25 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 65  30 

atcggcaggt caatggtatt         20  

<210> 66  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 66  

ccaaactgca tcaatgaatc        20  5 

 

<210> 67  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  10 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 67  15 

ggttcagcac cttcaccatt         20  

 

<210> 68  

<211> 20  

<212> ADN  20 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 25 

<400> 68  

gagggactca aactgccctc      20  

 

<210> 69  

<211> 20  30 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  35 

 

ES 2 521 599 T3

 



125 
 

<400> 69  

caactccatg tcaaaggtga        20  

<210> 70  

<211> 20  

<212> ADN  5 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 10 

<400> 70  

ttctcagctc ctcacatggg        20  

 

<210> 71  

<211> 20  15 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  20 

 

<400> 71  

cgttctcagc tcctcacatg        20   

 

<210> 72  25 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  30 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 72  

tccgttctca gctcctcaca        20  

 35 

<210> 73  

ES 2 521 599 T3

 



126 
 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  5 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 73  

cttccgttct cagctcctca        20  

<210> 74  10 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  15 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 74  

agcttccgtt ctcagctcct        20  

 20 

<210> 75  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 25 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 75  

agaatgcagg taggcgcctc         20  30 

 

<210> 76  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  35 

<220>  

ES 2 521 599 T3
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<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 76  

accacaaagt tagtagtttc         20  

 5 

<210> 77  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 10 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 77  

tgctcaaaga tagcagaagt        20  15 

<210> 78  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 20 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 78  

attcactcat ttctctattt       20  25 

 

<210> 79  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  30 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 79  35 

catttagata aaagcagatc         20  

ES 2 521 599 T3
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<210> 80  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  5 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 80  10 

acatccttat ttgcatttag        20  

 

<210> 81  

<211> 20  

<212> ADN  15 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 20 

<400> 81  

gatcatgggt ctcagagaac         20  

<210> 82  

<211> 2869  

<212> ADN  25 

<213> Mus musculus 

 

<400> 82 

ES 2 521 599 T3
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<210> 83  

<211> 20  

<212> ADN  5 

<213> Secuencia Artificial  

ES 2 521 599 T3
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<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido   

 

<400> 83 

gttccactga gccatcctgc         20  5 

 

<210> 84  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  10 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 84  15 

ttcaggtagc gtgtgtccag        20  

 

<210> 85  

<211> 20  

<212> ADN  20 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 25 

<400> 85  

atgtgactct ttgctggctg        20  

 

<210> 86  

<211> 20  30 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<400> 86  

ccaagagatt atgaaacacc     20  

 

<210> 87  

<211> 20  5 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 10 

<400> 87  

gctccaacat ctgctgcttc        20  

 

<210> 88  

<211> 20  15 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  20 

 

<400> 88  

gctcttcatc agtcagtgtc        20  

 

<210> 89  25 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  30 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 89  

atctgacacc ctgagtagtt         20  

 35 

<210> 90  

ES 2 521 599 T3
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<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  5 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 90  

gccagaccca gaaggagaag        20  

 10 

<210> 91  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  15 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 91  

cgctccttgc tgatgaaacc         20  

 20 

<210> 92  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 25 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

<400> 92  

aacttggtct tcaggtacgg         20  

 30 

<210> 93  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 35 

<220>  

ES 2 521 599 T3
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<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 93  

atcaatgaat ctaaagtgcg        20  

 5 

<210> 94  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 10 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 94  

tcagcacctt caccgttatt        20  15 

 

<210> 95  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  20 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 95  

actcaaactg ccctcctgct         20  25 

 

<210> 96  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  30 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 96  35 

ggtttcagct cctcacatgg      20  

ES 2 521 599 T3
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<210> 97  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  5 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 97  10 

taaaaaaaaa aatctggaac        20  

 

<210> 98  

<211> 20  

<212> ADN  15 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 20 

<400> 98  

aagatagcag aagtaggaaa      20  

 

<210> 99  

<211> 20  25 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 30 

<400> 99  

aaaaagtgcc cagattgccc   20  

 

<210> 100  

<211> 20  35 

<212> ADN  

ES 2 521 599 T3
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<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 5 

<400> 100  

atcacccaca ctcactcatt         20  

 

<210> 101  

<211> 20  10 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  15 

 

<400> 101  

cctttgcctc ccttctgctc        20  

<210> 102  

<211> 20  20 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  25 

 

<400> 102  

tgaaaaagga gggcaggcgg       20  

 

<210> 103  30 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<400> 103  

caccaggagg cacttgtcta         20  

 

<210> 104  

<211> 20  5 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  10 

 

<400> 104  

aacctcctgg gcttagtcct         20  

 

<210> 105  15 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  20 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 105  

aaaaagtgcg cagattgccc         20  

 25 

<210> 106  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 30 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 106  

aaaaagtccg ctgattgccc        20  35 

 

ES 2 521 599 T3

 



137 
 

<210> 107  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  5 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 107  

aaaaactccg ctgaatgccc        20  

 10 

<210> 108  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 15 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 108  

atgtgattct ttgctggccg         20  20 

 

<210> 109  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  25 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 109  30 

agctgattcc attgggccat         20  

 

<210> 110  

<211> 20  

<212> ADN  35 

<213> Secuencia Artificial  

ES 2 521 599 T3
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<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 110  5 

ccaggagatt atgaaacacc         20  

 

<210> 111  

<211> 20  

<212> ADN  10 

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 111  15 

accgtgtgtc aagctgctgt        20  

 

<210> 112  

<211> 20  

<212> ADN  20 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 25 

<400> 112  

ccattgggaa gctgtcactg         20  

 

<210> 113  

<211> 20  30 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<400> 113  

tgtgattctt tgctggccgc         20  

 

<210> 114  

<211> 20  5 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  10 

 

<400> 114  

gcggctatac tgctggtcaa         20  

 

<210> 115  15 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  20 

 

<400> 115  

gctccagcat ctgctgcttc        20  

 

<210> 116  25 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  30 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 116  

gattcttccc acaggcaccg         20  

 35 

<210> 117  

ES 2 521 599 T3
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<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  5 

 

<400> 117  

tgattcttcc cacaggcacc        20  

 

<210> 118  10 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  15 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 118  

atcctgaagg tgctgctcca         20  

 20 

<210> 119  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  25 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 119  

cggacatcct gaaggtgctg         20  

 30 

<210> 120  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 35 

<220>  

ES 2 521 599 T3
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<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 120  

cccgccagct cactcacgat         20  

 5 

<210> 121  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 10 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 121  

agtcagccag ctcctcgtcc        20  15 

 

<210> 122  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  20 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 122  25 

ccagtcagcc agctcctcgt         20  

 

<210> 123  

<211> 20  

<212> ADN  30 

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

<400> 123  

cgcctcttcc agtcagccag         20  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<210> 124  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 5 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 124  

ggccggtgct gtacaatggg          20  10 

 

<210> 125  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  15 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 125  20 

atcctctcct ccagcatcgg         20  

 

<210> 126  

<211> 20  

<212> ADN  25 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 30 

<400> 126  

ccgctccacc acaaaggcac        20  

 

<210> 127  

<211> 20  35 

<212> ADN  

ES 2 521 599 T3

 



143 
 

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 127  5 

cgtccccaga gtctttgtca          20  

 

<210> 128  

<211> 20  

<212> ADN  10 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 15 

<400> 128  

ttgtgtttgt gcccagaatg         20  

 

<210> 129  

<211> 20  20 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  25 

 

<400> 129  

gctcggcccc cattcccaca         20  

 

<210> 130  30 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  35 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

ES 2 521 599 T3
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<400> 130  

aggcatttgg catctgacag        20  

 

<210> 131  5 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  10 

 

<400> 131  

cttgggattg ttggtcagca         20  

 

<210> 132  15 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  20 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 132  

ctcggccact tggtcccagg         20  

<210> 133  25 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  30 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 133  

ccccgcttgg tggtggacga         20  

 35 

<210> 134  

ES 2 521 599 T3
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<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  5 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 134  

cccccgcttg gtggtggacg        20  

 10 

<210> 135  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  15 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 135  

ggagaagccc ttgccagcca         20   

 20 

<210> 136  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 25 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 136  

ttcattccaa agggccaaga        20  30 

 

<210> 137  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 137  

cccgctcctt gctgatgaaa        20  5 

 

<210> 138  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  10 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 138  15 

gtgctcaaga tggcccgctc         20  

 

<210> 139  

<211> 20  

<212> ADN  20 

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 139  25 

cccaagtgaa agtgacgcct         20  

 

<210> 140  

<211> 20  

<212> ADN  30 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 35 

<400> 140  

ES 2 521 599 T3
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acccaagtga aagtgacgcc         20  

 

<210> 141  

<211> 20  

<212> ADN  5 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 10 

<400> 141  

ccgaatgcct cctccttggg        20  

 

<210> 142  

<211> 20  15 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  20 

 

<400> 142  

gccgacaata cttcccgaat        20  

 

<210> 143  25 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  30 

 

<400> 143  

gatgctcctg gctctctggc        20  

 

<210> 144  35 

<211> 20  

ES 2 521 599 T3
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<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 5 

<400> 144  

tcaatgaatc taaagcgcgg    20  

 

<210> 145  

<211> 20  10 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 15 

<400> 145  

gactcaaact gccctcctgc         20  

 

<210> 146  

<211> 20  20 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  25 

 

<400> 146  

atcacccaca ttcactcatt         20  

 

<210> 147  30 

<211> 17  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<400> 147  

aaaagtgccc agattgc        17  

 

<210> 148  

<211> 20  5 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  10 

 

<400> 148  

aaaagtgccc agattgctca         20  

 

<210> 149  15 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  20 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 149  

taaaagtgcc cagattgctc         20  

 25 

<210> 150  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 30 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 150  

aagcagatca cccacattca        20  35 

 

ES 2 521 599 T3

 



150 
 

<210> 151  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  5 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

<400> 151  

aaaaagaggc ctgattgccc         20  

 

<210> 152  10 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  15 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 152  

tctggcaaag tgtcagtatg         20  

 20 

<210> 153  

<211> 74424  

<212> ADN  

<213> H. sapiens  

<220>  25 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

<400> 153 

ES 2 521 599 T3
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ES 2 521 599 T3

 



152 
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157 
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160 
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162 
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163 
 

 

ES 2 521 599 T3

 



164 
 

 

 

ES 2 521 599 T3

 



165 
 

 

 

ES 2 521 599 T3

 



166 
 

 

 

ES 2 521 599 T3

 



167 
 

 

 

ES 2 521 599 T3
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ES 2 521 599 T3

 



169 
 

 

ES 2 521 599 T3

 



170 
 

 

 

<210> 154  

<211> 3455  

<212> ADN  5 

<213> H. sapiens  

 

<220>  

<221> CDS  

<222> (241)...(2553)  10 

 

<400> 154 

 

ES 2 521 599 T3
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ES 2 521 599 T3

 



172 
 

 

ES 2 521 599 T3

 



173 
 

 

 

ES 2 521 599 T3

 



174 
 

 

 

<210> 155  

<211> 20  

<212> ADN  5 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 10 

<400> 155  

gtgcgcgcga gcccgaaatc       20  

 

<210> 156  

<211> 24  15 

<212> ADN  

ES 2 521 599 T3
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<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Cebador para PCR  

 5 

<400> 156  

acatgccact ttggtgtttc ataa       24  

 

<210> 157  

<211> 27  10 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Cebador para PCR  15 

 

<400> 157  

tcttcgtaga ttgtgctgat agagaac       27  

 

<210> 158  20 

<211> 29  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  25 

<223> Sonda para PCR  

 

<400> 158  

cagtatagcc gcttcctgca agagtcgaa       29  

 30 

<210> 159  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 35 

<220>  

ES 2 521 599 T3
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<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 159  

agcctctgca ccctcatgtt       20  

 5 

<210> 160  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 10 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 160  

ctcctaaatt aagaacttct       20  15 

 

<210> 161  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  20 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 161  25 

ttttgcatga tgtaaccact       20  

 

<210> 162  

<211> 20  

<212> ADN  30 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 35 

<400> 162  

ES 2 521 599 T3
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tattgaaaat tatctaattc       20  

 

<210> 163  

<211> 20  

<212> ADN  5 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 10 

<400> 163  

ttgggccatc ctgctaaaat      20  

<210> 164  

<211> 20  

<212> ADN  15 

<213> Secuencia Artificial   

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 20 

<400> 164  

attcacttgc ctccttgact       20  

 

<210> 165  

<211> 20  25 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  30 

 

<400> 165  

atgcccttac tctccgcatc       20  

 

<210> 166  35 

<211> 20  

ES 2 521 599 T3

 



178 
 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  5 

 

<400> 166  

ctgaacttac cctctgagag       20  

 

<210> 167  10 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  15 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 167  

aaatgcggac ccaagagttt       20  

<210> 168  20 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  25 

 

<400> 168  

cttgttccct cggctgcgac       20  

 

<210> 169  30 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  35 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

ES 2 521 599 T3
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<400> 169  

gcctgtccag gatccggttg       20  

 

<210> 170  5 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  10 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 170  

gaagggcctc tccgagccga      20  

 15 

<210> 171  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 20 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 171  

ggcggcgagg ctccctcagg       20  25 

<210> 172  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 30 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 172  

tccggcagag gccgagaggc       20  35 

 

ES 2 521 599 T3

 



180 
 

<210> 173  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial   

 5 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 173  

ccatcctgct aaaatcaggg       20  10 

 

<210> 174  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  15 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 174  20 

ccattgggcc atcctgctaa       20  

 

<210> 175  

<211> 20  

<212> ADN  25 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 30 

<400> 175  

tgtcaagctg ctgtagctga       20  

<210> 176  

<211> 20  

<212> ADN  35 

<213> Secuencia Artificial  

ES 2 521 599 T3
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<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 176  5 

aactgccgca gctccattgg       20  

 

<210> 177  

<211> 20  

<212> ADN  10 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

<400> 177  15 

tcttgactct caatccaagg       20  

 

<210> 178  

<211> 20  

<212> ADN  20 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 25 

<400> 178  

cgcatatgcc caatcttgac       20  

 

<210> 179  

<211> 20  30 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  35 

 

ES 2 521 599 T3

 



182 
 

<400> 179  

cgactcttgc aggaagcggc       20  

<210> 180  

<211> 20  

<212> ADN  5 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 10 

<400> 180  

tcgtagattg tgctgataga       20  

 

<210> 181  

<211> 20  15 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  20 

 

<400> 181  

agaaactgct tgattcttcg       20  

 

<210> 182  25 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  30 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 182  

gatacctgct ctgaagaaac       20  

 35 

<210> 183  

ES 2 521 599 T3
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<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial   

 

<220>  5 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 183  

ttctcaagat acctgctctg       20  

<210> 184  10 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  15 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 184  

ttggcttctc aagatacctg       20  

 20 

<210> 185  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 25 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 185  

gtgattcttc ccacaggcac       20  30 

 

<210> 186  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 186  

atctgctgct tctccgtcac       20  5 

<210> 187  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 10 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 187  

ccagcatctg ctgcttctcc       20  15 

<210> 188  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 20 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 188  

tgaaggtgct gctccagcat       20  25 

 

<210> 189  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  30 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 189  35 

ttctgttcta gatcctgcac      20  

ES 2 521 599 T3
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<210> 190  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  5 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 190  10 

ctggagattc tctaccactt       20  

 

<210> 191  

<211> 20  

<212> ADN  15 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 20 

<400> 191  

aagtcatcct ggagattctc       20  

<210> 192  

<211> 20  

<212> ADN  25 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 30 

<400> 192  

aatcaaagtc atcctggaga       20  

 

<210> 193  

<211> 20  35 

<212> ADN  

ES 2 521 599 T3
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<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 5 

<400> 193  

gttgaaatca aagtcatcct       20  

 

<210> 194  

<211> 20  10 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  15 

 

<400> 194  

ttatagttga aatcaaagtc       20  

 

<210> 195  20 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  25 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 195  

gggttttata gttgaaatca       20  

<210> 196  30 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  35 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

ES 2 521 599 T3
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<400> 196  

cttgagggtt ttatagttga       20  

 

<210> 197  5 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  10 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 197  

tgactcttga gggttttata       20  

 15 

<210> 198  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 20 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 198  

ctccttgact cttgagggtt       20  25 

 

<210> 199  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  30 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 199  35 

catgtctcct tgactcttga       20  

ES 2 521 599 T3
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<210> 200  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 5 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 200  

attcagatct tgcatgtctc  20  10 

 

<210> 201  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  15 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 201  20 

tggttgtttc cattcagatc       20  

 

<210> 202  

<211> 20  

<212> ADN  25 

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 202  30 

tggtcactga ctggttgttt       20  

 

<210> 203  

<211> 20  

<212> ADN  35 

<213> Secuencia Artificial  

ES 2 521 599 T3
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<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 203  5 

tccagctgct gcatcttctg      20  

<210> 204  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  10 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 204  15 

gagcatctgt tccagctgct       20  

 

<210> 205  

<211> 20  

<212> ADN  20 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 25 

<400> 205  

cttctccgca tctggtccag       20  

 

<210> 206  

<211> 20  30 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  35 

 

ES 2 521 599 T3
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<400> 206  

ttctgcacgt actccatcgc       20  

 

<210> 207  

<211> 20  5 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  10 

 

<400> 207  

cagccagctc ctcgtccgtg       20  

<210> 208  

<211> 20  15 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  20 

<400> 208  

ctcttccagt cagccagctc       20  

 

<210> 209  

<211> 20  25 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  30 

 

<400> 209  

tgccgcctct tccagtcagc       20  

 

<210> 210  35 

<211> 20  

ES 2 521 599 T3
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<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  5 

 

<400> 210  

ccagttttct agccgatcta       20  

 

<210> 211  10 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  15 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 211  

acgttatcca gttttctagc       20  

<210> 212  20 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  25 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 212  

agttgagatt ctgctaatga       20  

 30 

<210> 213  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 35 

<220>  

ES 2 521 599 T3

 



192 
 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 213  

tctgaagttg agattctgct       20  

 5 

<210> 214  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 10 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 214  

cctttgtagg aaactttttg       20  15 

 

<210> 215  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  20 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 215  25 

aggcactttt cattaagttt       20  

<210> 216  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  30 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 216  35 

ttgaccagca acctgacttt       20  

ES 2 521 599 T3

 



193 
 

 

<210> 217  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  5 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 217  10 

agctgataat tcaactcagg       20  

<210> 218  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  15 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 218  20 

ttttaagctg ataattcaac       20  

 

<210> 219  

<211> 20  

<212> ADN  25 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 30 

<400> 219  

ctttaatttt aagctgataa       20  

<210> 220  

<211> 20  

<212> ADN   35 

<213> Secuencia Artificial  

ES 2 521 599 T3

 



194 
 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 220  5 

gcacacttta attttaagct       20  

 

<210> 221  

<211> 20  

<212> ADN  10 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 15 

<400> 221  

tcaatgcaca ctttaatttt        20  

 

<210> 222  

<211> 20  20 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  25 

 

<400> 222  

cccagaatgt taaatttccg       20  

 

<210> 223  30 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  35 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

ES 2 521 599 T3

 



195 
 

 

<400> 223  

agaggctgcc gttgttggat       20  

<210> 224  

<211> 20  5 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  10 

 

<400> 224  

aagtgtttga attctgcaga       20  

 

<210> 225  15 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  20 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 225  

tctctgctcc ctcagggtca       20  

 25 

<210> 226  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 30 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 226  

atcaggtgca gctcctcagt       20  35 

 

ES 2 521 599 T3

 



196 
 

<210> 227   

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 5 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 227  

aggtgatcag gtgcagctcc       20  10 

<210> 228  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 15 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 228  

ctcaaaggtg atcaggtgca       20  20 

 

<210> 229  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  25 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 229  30 

gaggccttgg tgatacacct       20  

 

<210> 230  

<211> 20  

<212> ADN  35 

<213> Secuencia Artificial  

ES 2 521 599 T3

 



197 
 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 230  5 

tcaatcttga ggccttggtg       20  

 

<210> 231  

<211> 20  

<212> ADN  10 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 15 

<400> 231  

ctaggtcaat cttgaggcct       20  

<210> 232  

<211> 20  

<212> ADN  20 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 25 

<400> 232  

ggtctctagg tcaatcttga 20  

 

<210> 233  

<211> 20  30 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 35 

<400> 233  

ES 2 521 599 T3

 



198 
 

aaggagtggg tctctaggtc       20  

 

<210> 234  

<211> 20  

<212> ADN  5 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 10 

<400> 234  

ctggcaagga gtgggtctct       20  

 

<210> 235  

<211> 20  15 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  20 

 

<400> 235  

accacaactg gcaaggagtg       20  

<210> 236  

<211> 20  25 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  30 

 

<400> 236  

tctgacagat gttggagatc       20  

 

<210> 237  35 

<211> 20  

ES 2 521 599 T3

 



199 
 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  5 

 

<400> 237  

tggcatctga cagatgttgg       20  

 

<210> 238  10 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  15 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 238  

gcatttggca tctgacagat       20  

 20 

<210> 239  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 25 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 239  

ttcttgggat tgttggtcag       20  30 

<210> 240  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 35 

<220>  

ES 2 521 599 T3

 



200 
 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 240  

gtcagctgct cgatgctcag       20  

 5 

<210> 241  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 10 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 241  

tcccaagagt ttctctgcca       20  15 

 

<210> 242  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  20 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

<400> 242  

catgtgatct gacaccctga       20  25 

 

<210> 243  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial   30 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 243  35 

tagcccatgt gatctgacac       20   

ES 2 521 599 T3

 



201 
 

<210> 244  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 5 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 244  

gccatgtttt ctttgcaaaa       20  10 

 

<210> 245  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  15 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 245  20 

ccttgccagc catgttttct       20  

 

<210> 246  

<211> 20  

<212> ADN  25 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 30 

<400> 246  

gaagcccttg ccagccatgt       20  

 

<210> 247  

<211> 20  35 

<212> ADN  

ES 2 521 599 T3

 



202 
 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 5 

<400> 247  

aaggagaagc ccttgccagc       20  

<210> 248  

<211> 20  

<212> ADN  10 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 15 

<400> 248  

cccagaagga gaagcccttg       20  

<210> 249  

<211> 20  

<212> ADN  20 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 25 

<400> 249  

tccagccaga cccagaagga       20  

 

<210> 250  

<211> 20  30 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido  35 

 

ES 2 521 599 T3

 



203 
 

<400> 250  

tctttgctgc tttcactgaa       20  

 

<210> 251  

<211> 20  5 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  10 

 

<400> 251  

atgttgttca gctgctgctt       20  

<210> 252  

<211> 20  15 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  20 

 

<400> 252  

atgacatgtt gttcagctgc       20  

 

<210> 253  25 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  30 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 253  

agcaaatgac atgttgttca       20  

 35 

<210> 254  

ES 2 521 599 T3

 



204 
 

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  5 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 254  

atttcagcaa atgacatgtt      20  

 10 

<210> 255  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 15 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 255  

tgatgatttc agcaaatgac       20  20 

 

<210> 256  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  25 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

<400> 256  

ttatagccca tgatgatttc       20  

 30 

<210> 257  

<211> 20 

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  

 35 

<220>  

ES 2 521 599 T3

 



205 
 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 257  

tgatcttata gcccatgatg       20  

 5 

<210> 258  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial   

 10 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 258  

atccatgatc ttatagccca      20  15 

 

<210> 259  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  20 

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 259  25 

ggtagcatcc atgatcttat       20  

 

<210> 260  

<211> 20  

<212> ADN  30 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 35 

<400> 260  

ES 2 521 599 T3

 



206 
 

aatgtcagga tagagataga   20  

<210> 261  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  5 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 261  

gcctcctcct tgggaatgtc   20  10 

 

<210> 262  

<211> 20  

<212> ADN  

<213> Secuencia Artificial  15 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 262  20 

tccgaatgcc tcctccttgg   20 

 

<210> 263  

<211> 20  

<212> ADN  25 

<213> Secuencia Artificial  

 

<220>  

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 30 

<400> 263  

tactttccga atgcctcctc   20 

 

<210> 264 

<211> 20 35 

<212> ADN 

ES 2 521 599 T3

 



207 
 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 5 

<400> 264 

gacaatactt tccgaatgcc   20 

 

<210> 265 

<211> 20 10 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 15 

<400> 265 

ctacctgggt cagcttcagg   20 

 

<210> 266 

<211> 20 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 25 

 

<400> 266 

ataaacttgg tcttcaggta   20 

 

<210> 267 30 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 35 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

ES 2 521 599 T3

 



208 
 

 

<400> 267 

gtcgttggtg tcacacagat   20 

 

<210> 268 5 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 10 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 268 

tgcaggtcgt tggtgtcaca   20 

 15 

<210> 269 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 20 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 269 

attgctgcag gtcgttggtg   20 25 

 

<210> 270 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 30 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 270 35 

atggtattgc tgcaggtcgt   20 

ES 2 521 599 T3

 



209 
 

 

<210> 271 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 271 10 

ggtcaatggt attgctgcag   20 

 

<210> 272 

<211> 20 

<212> ADN 15 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 20 

<400> 272 

gacatcggca ggtcaatggt   20 

 

<210> 273 

<211> 20 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 30 

 

<400> 273 

caatgaatct aaagtgcggg   20 

 

<210> 274 35 

<211> 20 

ES 2 521 599 T3

 



210 
 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 5 

 

<400> 274 

tgcatcaatg aatctaaagt   20 

 

<210> 275 10 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 15 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 275 

caaactgcat caatgaatct   20 

 20 

<210> 276 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 25 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 276 

atttccaaac tgcatcaatg   20 30 

 

<210> 277 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 35 

 

ES 2 521 599 T3

 



211 
 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 277 

aactgccctc ctgctgaggg   20 5 

 

<210> 278 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial  10 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 278 15 

ggtgagggac tcaaactgcc   20 

 

<210> 279 

<211> 20 

<212> ADN 20 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 25 

<400> 279 

cagtcgtatc tttctgcagc   20 

 

<210> 280 

<211> 20 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 35 

 

ES 2 521 599 T3

 



212 
 

<400> 280 

 

agatagcaga agtaggagat   20 

 

<210> 281 5 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 10 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 281 

 

aaagtgccca gattgctcaa   20 15 

 

<210> 282 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 20 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 282 

tttttaaaag tgcccagatt   20 25 

 

<210> 283 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 30 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 283 35 

cagatcaccc acattcactc   20 

ES 2 521 599 T3

 



213 
 

 

<210> 284 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 284 10 

tgcatttaga taaaagcaga   20 

 

<210> 285 

<211> 20 

<212> ADN 15 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 20 

<400> 285 

gaacacatcc ttatttgcat   20 

 

<210> 286 

<211> 20 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 30 

 

<400> 286 

atcatgggtc tcagagaaca   20 

 

<210> 287 35 

<211> 20 

ES 2 521 599 T3

 



214 
 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 5 

 

<400> 287 

cacatcccct gatcatgggt   20 

 

<210> 288 10 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 15 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 288 

agacatttcc tttttctccc  20 

 20 

<210> 289 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 25 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 289 

accaggaggc acttgtctaa   20 30 

 

<210> 290 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 35 

 

ES 2 521 599 T3

 



215 
 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 290 

gcaggcacca ggaggcactt   20 5 

 

<210> 291 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 10 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 291 15 

gcttacagaa acaggcagaa   20 

 

<210> 292 

<211> 20 

<212> ADN 20 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 25 

<400> 292 

aggtggcctg tggcatttgc   20 

 

<210> 293 

<211> 20 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 35 

 

ES 2 521 599 T3

 



216 
 

<400> 293 

gtatgtagct ataggtggcc   20 

 

<210> 294 

<211> 20 5 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 10 

 

<400> 294 

gcaatgccag gagtatgtag   20 

 

<210> 295 15 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 20 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 295 

ttaaaaagtg caatgccagg   20 

 25 

<210> 296 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 30 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 296 

ggcttagata gtcctatctt   20 35 

 

ES 2 521 599 T3

 



217 
 

<210> 297 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 5 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 297 

taaaaagaaa cctagggctt   20 10 

 

<210> 298 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 15 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 298 20 

atacagaaag gctatgctga   20 

 

<210> 299 

<211> 20 

<212> ADN 25 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 30 

<400> 299 

ttaagtttct taaatacaga   20 

 

<210> 300 

<211> 20 35 

<212> ADN 

ES 2 521 599 T3

 



218 
 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 5 

<400> 300 

gcatctgctg cttctccgtc   20 

 

<210> 301 

<211> 20 10 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 15 

 

<400> 301 

cagcatctgc tgcttctccg   20 

 

<210> 302 20 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 25 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 302 

tccagcatct gctgcttctc   20 

 30 

<210> 303 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 35 

<220> 

ES 2 521 599 T3

 



219 
 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 303 

ctccagcatc tgctgcttct  20 

 5 

<210> 304 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 10 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 304 

tgctccagca tctgctgctt   20 15 

 

<210> 305 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 20 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 305 25 

tgctgctcca gcatctgctg   20 

 

<210> 306 

<211> 20 

<212> ADN 30 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 35 

<400> 306 
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ggtgctgctc cagcatctgc   20 

 

<210> 307 

<211> 20 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 10 

<400> 307 

aaggtgctgc tccagcatct   20 

 

<210> 308 

<211> 20 15 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 20 

 

<400> 308 

tgggattgtt ggtcagcatg   20 

<210> 309 

<211> 20 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 30 

 

<400> 309 

attcttggga ttgttggtca   20 

 

<210> 310 35 

<211> 20 
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<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 5 

 

<400> 310 

acattcttgg gattgttggt   20 

 

<210> 311 10 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 15 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 311 

cacattcttg ggattgttgg   20 

 20 

<210> 312 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 25 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 312 

ttcacattct tgggattgtt   20 30 

 

<210> 313 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 35 

<220> 
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<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 313 

agttcacatt cttgggattg   20 

 5 

<210> 314 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 10 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 314 

gaagttcaca ttcttgggat   20 15 

 

<210> 315 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 20 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

<400> 315 

agattatgaa acaccaaagt   20 25 

 

<210> 316 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 30 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 316 35 

ggagattatg aaacaccaaa   20 
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<210> 317 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 317 10 

caggagatta tgaaacacca   20 

 

<210> 318 

<211> 20 

<212> ADN 15 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 20 

<400> 318 

tcccaggaga ttatgaaaca   20 

 

<210> 319 

<211> 20 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 30 

 

<400> 319 

ctcccaggag attatgaaac   20 

 

<210> 320 35 

<211> 20 
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<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 5 

 

<400> 320 

ctctcccagg agattatgaa   20 

 

<210> 321 10 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 15 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 321 

atctctccca ggagattatg   20 

 20 

<210> 322 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 25 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 322 

cttgccagcc atgttttctt   20 30 

 

<210> 323 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 35 
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<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 323 

cccttgccag ccatgttttc   20 5 

 

<210> 324 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 10 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 324 15 

agcccttgcc agccatgttt   20 

 

<210> 325 

<211> 20 

<212> ADN 20 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 25 

<400> 325 

gagaagccct tgccagccat   20 

 

<210> 326 

<211> 20 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 35 
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<400> 326 

aggagaagcc cttgccagcc   20 

 

<210> 327 

<211> 20 5 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 10 

 

<400> 327 

gaaggagaag cccttgccag   20 

 

<210> 328 15 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 20 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 328 

aagcccttgc cagccatgtt   20 

 25 

<210> 329 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 30 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 329 

agaagccctt gccagccatg   20 35 
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<210> 330 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 5 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 330 

agaaggagaa gcccttgcca   20 10 

<210> 331 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 15 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 331 

ccagaaggag aagcccttgc   20 20 

 

<210> 332 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 25 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 332 30 

acccagaagg agaagccctt   20 

 

<210> 333 

<211> 20 

<212> ADN 35 

<213> Secuencia Artificial 
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<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 333 5 

tgcctcctcc ttgggaatgt   20 

 

<210> 334 

<211> 20 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 15 

<400> 334 

aatgcctcct ccttgggaat   20 

 

<210> 335 

<211> 20 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 25 

<400> 335 

cgaatgcctc ctccttggga   20 

 

<210> 336 

<211> 20 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 35 

<400> 336 
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ttccgaatgc ctcctccttg   20 

 

<210> 337 

<211> 20 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 10 

<400> 337 

tttccgaatg cctcctcctt   20 

 

<210> 338 

<211> 20 15 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 20 

 

<400> 338 

actttccgaa tgcctcctcc   20 

 

<210> 339 25 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 30 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 339 

ttgcaggaag cggctatact   20 

 35 

<210> 340 
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<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 5 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 340 

tcttgcagga agcggctata   20 

 10 

<210> 341 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 15 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 341 

actcttgcag gaagcggcta   20 20 

 

<210> 342 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 25 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 342 30 

gactcttgca ggaagcggct   20 

 

<210> 343 

<211> 20 

<212> ADN 35 

<213> Secuencia Artificial 

ES 2 521 599 T3

 



231 
 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 343 5 

tcgactcttg caggaagcgg   20 

 

<210> 344 

<211> 20 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 15 

<400> 344 

ttcgactctt gcaggaagcg   20 

 

<210> 345 

<211> 20 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 25 

 

<400> 345 

cattcgactc ttgcaggaag   20 

 

<210> 346 30 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 35 

<223> Oligonucleótido Antisentido 
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<400> 346 

tcttatagcc catgatgatt   20 

 

<210> 347 5 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 10 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 347 

gatcttatag cccatgatga   20 

 15 

<210> 348 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 20 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 348 

atgatcttat agcccatgat   20 25 

 

<210> 349 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 30 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 349 35 

ccatgatctt atagcccatg   20 
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<210> 350 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 350 10 

gcatccatga tcttatagcc   20 

 

<210> 351 

<211> 20 

<212> ADN 15 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 20 

<400> 351 

tagcatccat gatcttatag   20 

 

<210> 352 

<211> 20 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 30 

 

<400> 352 

gtagcatcca tgatcttata   20 

<210> 353 

<211> 20 35 

<212> ADN 

ES 2 521 599 T3

 



234 
 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 5 

<400> 353 

aaaggctatg ctgatacagt   20 

 

<210> 354 

<211> 20 10 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 15 

 

<400> 354 

agaaaggcta tgctgataca   20 

 

<210> 355 20 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 25 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 355 

acagaaaggc tatgctgata   20 

 30 

<210> 356 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 35 

<220> 
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<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 356 

tacagaaagg ctatgctgat   20 

 5 

<210> 357 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 10 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 357 

aatacagaaa ggctatgctg   20 

 15 

<210> 358 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 20 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 358 

aaatacagaa aggctatgct   20 25 

 

<210> 359 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 30 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 359 35 

ttaaatacag aaaggctatg   20 
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<210> 360 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

<400> 360 

tcttaaatac agaaaggcta   20 10 

 

<210> 361 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 15 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 361 20 

ggtctcagag aacacatcct   20 

 

<210> 362 

<211> 20 

<212> ADN 25 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 30 

<400> 362 

tgggtctcag agaacacatc   20 

 

<210> 363 

<211> 20 35 

<212> ADN 
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<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 5 

<400> 363 

catgggtctc agagaacaca   20 

 

<210> 364 

<211> 20 10 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 15 

 

<400> 364 

tcatgggtct cagagaacac   20 

 

<210> 365 20 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 25 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 365 

tgatcatggg tctcagagaa   20 

 30 

<210> 366 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 35 

<220> 
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<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 366 

cctgatcatg ggtctcagag   20 

 5 

<210> 367 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 10 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 367 

cccctgatca tgggtctcag   20 15 

 

<210> 368 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 20 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 368 25 

cagacccaga aggagaagcc   20 

 

<210> 369 

<211> 20 

<212> ADN 30 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 35 

<400> 369 
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cagccagacc cagaaggaga   20 

 

<210> 370 

<211> 20 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 10 

<400> 370 

ccagccagac ccagaaggag   20 

 

<210> 371 

<211> 20 15 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 20 

 

<400> 371 

gtccagccag acccagaagg   20 

 

<210> 372 25 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 30 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 372 

tgtccagcca gacccagaag   20 

 35 

<210> 373 

ES 2 521 599 T3

 



240 
 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 5 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 373 

attgtccagc cagacccaga   20 

 10 

<210> 374 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 15 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 374 

atattgtcca gccagaccca   20 20 

<210> 375 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 25 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 375 

catgatctta tagcccatga   20 30 

 

<210> 376 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 35 

<220> 

ES 2 521 599 T3

 



241 
 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 376 

tccatgatct tatagcccat   20 

 5 

<210> 377 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 10 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 377 

catccatgat cttatagccc   20 15 

 

<210> 378 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 20 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 378 25 

agcatccatg atcttatagc   20 

 

<210> 379 

<211> 20 

<212> ADN 30 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 379 35 

tggtagcatc catgatctta   20 
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<210> 380 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 380 10 

ttggtagcat ccatgatctt   20 

 

<210> 381 

<211> 20 

<212> ADN 15 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 20 

<400> 381 

gatattggta gcatccatga   20 

<210> 382 

<211> 2924 

<212> ADN 25 

<213> M. musculus 

 

<220> 

<221> CDS 

<222> (173)...(2341) 30 

<400> 382 
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<210> 383 

<211> 20 5 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 10 

 

<400> 383 

tggtattgct gcaggtcgtt   20 

 

<210> 384 15 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 20 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 384 

cggcaggtca atggtattgc   20 

 25 

<210> 385 

<211> 20 
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<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 5 

 

<400> 385 

ggacatcggc aggtcaatgg   20 

 

<210> 386 10 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 15 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 386 

ttgtacctca gcgcggacgc   20 

 20 

<210> 387 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 25 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 387 

aaaagtgccc agattgccc   19 30 

 

<210> 388 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 35 
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<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 388 

aaaagtgccc agattgcc   18 5 

 

<210> 389 

<211> 17 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 10 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 389 15 

aaagtgccca gattgcc   17 

 

<210> 390 

<211> 20 

<212> ADN 20 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 25 

<400> 390 

gctgcaggtc gttggtgtca   20 

 

<210> 391 

<211> 20 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 35 
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<400> 391 

ttctacctcg cgcgatttac     20 

 

<210> 392 

<211> 20 5 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 10 

 

<400> 392 

gtacagttat gcgcggtaga   20 

 

<210> 393 15 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 20 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 393 

ttagaatacg tcgcgttatg   20 

 25 

<210> 394 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 30 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 394 

cgttattaac ctccgttgaa   20 35 
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<210> 395 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 5 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 395 

ctgctagcct ctggatttga   20 10 

 

<210> 396 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 15 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 396 20 

ctcttactgt gctgtggaca   20 

 

<210> 397 

<211> 15 

<212> ADN 25 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Cebador para PCR 

 30 

<400> 397 

gaggcccgcc caaca   15 

 

<210> 398 

<211> 26 35 

<212> ADN 
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<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Cebador para PCR 

 5 

<400> 398 

ttctgctaat gacgttatcc agtttt   26 

<210> 399 

<211> 14 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Sonda para PCR 

 15 

<400> 399 

ctgcctagat cggc   14 

 

<210> 400 

<211> 21 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 25 

 

<400> 400 

attcttggga ttgttggtct t   21 

 

<210> 401 30 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 35 

<223> Oligonucleótido Antisentido 
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<400> 401 

ctccagcatc tgctgcttct t   21 

 

<210> 402 5 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 10 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 402 

tttgatcgag gttagccgtg   20 

 15 

<210> 403 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 20 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 403 

actcaggcta cctttctgct   20 

 25 

<210> 404 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 30 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 404 

gctccaatac ccgttgcttc   20 35 
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<210> 405 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 5 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 405 

ccgctctgct atagaggcac   20 10 

 

<210> 406 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 15 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 406 20 

aaaagtatct aaatcgctca   20 

 

<210> 407 

<211> 20 

<212> ADN 25 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 30 

<400> 407 

taaaagcgtc taagttgctc   20 

 

<210> 408 

<211> 20 35 

<212> ADN 
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<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 5 

<400> 408 

aggagaagcc cttgccagcc   20 

 

<210> 409 

<211> 20 10 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 15 

 

<400> 409 

ccttccctga aggttcctcc   20 

 

<210> 410 20 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 25 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 410 

atgcatacta cgaaaggccg   20 

 30 

<210> 411 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 35 

<220> 

ES 2 521 599 T3

 



255 
 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 411 

ttcgcggctg gacgattcag   20 

 5 

<210> 412 

<211> 4978 

<212> ADN 

<213> H. sapiens 

 10 

<220> 

<221> CDS 

<222> (241)...(2553) 

 

<400> 412 15 

 

ES 2 521 599 T3

 



256 
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<210> 413 

<211> 20 

<212> ARN 5 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 10 

<400> 413 

uuugucucug guccuuacuu   20 

 

<210> 414 

<211> 19 15 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico  20 

 

<400> 414 

uuaucgcuuc ucguugcuu   19 

 

<210> 415 25 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 30 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 415 

tagtgcggac ctacccacga   20 

 35 

<210> 416 
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<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 5 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 416 

ccauuggcuu cucaagaua   19 

 10 

<210> 417 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 15 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 417 

gccccgccag cucacucac   19 20 

 

<210> 418 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 25 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 418 30 

gaguuuucug cacguacuc   19 

 

<210> 419 

<211> 19 

<212> ARN 35 

<213> Secuencia Artificial 
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<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 419 5 

ccaguuucuu aauuuguug   19 

 

<210> 420 

<211> 19 

<212> ARN 10 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 15 

<400> 420 

aaacuuuuug cugcaacuc   19 

 

<210> 421 

<211> 19 20 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 25 

 

<400> 421 

uuaaguuucu aaacagcuc   19 

 

<210> 422 30 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 35 

<223> Compuesto oligomérico 
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<400> 422 

aauuuuaagc ugauaauuc   19 

 

<210> 423 5 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 10 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 423 

gagucuuugu caaugcaca   19 

 15 

<210> 424 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 20 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 424 

uuguuggauu cuuccaugu   19 25 

 

<210> 425 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 30 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 425 35 

gugggucucu aggucaauc   19 
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<210> 426 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 5 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 426 

aacuggcaag gaguggguc   19 10 

 

<210> 427 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 15 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 427 20 

cugaauaauu cacaccagg   19 

<210> 428 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 25 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 428 30 

auuuagccca ugugaucug   19 

 

<210> 429 

<211> 19 

<212> ARN 35 

<213> Secuencia Artificial 
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<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 429 5 

ucuuugcaaa auuuagccc   19 

 

<210> 430 

<211> 19 

<212> ARN 10 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 430 15 

cagccauguu uucuuugca   19 

 

<210> 431 

<211> 19 

<212> ARN 20 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 25 

<400> 431 

aggucaauga uauugucca   19 

 

<210> 432 

<211> 19 30 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 35 
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<400> 432 

cuuuuucaca aggucaaug   19 

 

<210> 433 

<211> 19 5 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 10 

 

<400> 433 

ccaggaugua cuuuuucac   19 

 

<210> 434 15 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 20 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 434 

ucacugaauc uuagcagga   19 

 25 

<210> 435 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 30 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 435 

aaagauagca gaaguagga   19 35 
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<210> 436 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 5 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 436 

uuuggauguc agcaagguu   19 10 

 

<210> 437 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 15 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 437 20 

cccuuuaauu guuauuauu   19 

 

<210> 438 

<211> 19 

<212> ARN 25 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 30 

<400> 438 

gggauuauau aaauuacca   19 

 

<210> 439 

<211> 19 35 

<212> ARN 
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<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 5 

<400> 439 

aaauaagucu auuuauaaa   19 

 

<210> 440 

<211> 19 10 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 15 

 

<400> 440 

ggccaauaca uuacaaagg   19 

 

<210> 441 20 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 25 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 441 

uaucaccaag aaacuggcu   19 

 30 

<210> 442 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 35 

<220> 
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<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 442 

gacucaaguu uaucaguaa     19 

 5 

<210> 443 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 10 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 443 

aauuccacag aaacucuga       19 15 

 

<210> 444 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 20 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 444 25 

uaauuugauu uaacaaaca   19 

 

<210> 445 

<211> 19 

<212> ARN 30 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 35 

<400> 445 
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uauguacuga agaguguug   19 

 

<210> 446 

<211> 19 

<212> ARN 5 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 10 

<400> 446 

ucucaccuuu cuaaauauu   19 

 

<210> 447 

<211> 19 15 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 20 

 

<400> 447 

aagaccagau acaugcuac   19 

<210> 448 

<211> 19 25 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 30 

 

<400> 448 

cuuuugcuac aaucagagu   19 

 

<210> 449 35 

<211> 19 
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<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 5 

 

<400> 449 

ccaccuuaua gguagguaa   19 

 

<210> 450 10 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 15 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 450 

gaaguacaca uuggaauuu   19 

 20 

<210> 451 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

 25 

<220> 

<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 451 

uggaaguuaa aguagauac   19 30 

 

<210> 452 

<211> 19 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 35 

<220> 
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<223> Compuesto oligomérico 

 

<400> 452 

uacgguuccu auauaacgu   19 

 5 

<210> 453 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 10 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<221> misc_feature 

<222> 1-20 15 

<223> n = A,T,C o G 

 

<400> 453 

nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn   20 

 20 

<210> 454 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 25 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido  

 

<400> 454 

gccctccatg ctggcacagg   20 30 

<210> 455 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 35 

<220> 
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<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 455 

ccgagctctc ttatcaacag   20 

 5 

<210> 456 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 10 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 456 

gagtatcact atggctggcc   20 15 

 

<210> 457 

 

<220> 

 20 

<400> 457 

000 

 

<210> 458 

 25 

<220> 

 

<400> 458 

000 

 30 

<210> 459 

 

<220> 

 

<400> 459 35 

000 
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<210> 460 

 

<220> 

 5 

<400> 460 

000 

 

<210> 461 

<211> 51981 10 

<212> ADN 

<213> Mus musculus  

 

<220> 

 15 

<400> 461 
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ES 2 521 599 T3

 



280 
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ES 2 521 599 T3

 



283 
 

 

ES 2 521 599 T3
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<210> 462 

<211> 2951 

<212> ADN 5 

<213> Mus musculus 

 

<220> 

<221> CDS 

<222> (156)...(2468) 10 

 

<400> 462 
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291 
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<210> 463  

<211> 2918 

<212> ADN 5 
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<213> Mus musculus 

 

<220> 

 

<221> CDS 5 

<222> (173)...(2341) 

<400> 463 
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<210> 464 

<211> 23 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Cebador para PCR 

 10 

<400> 464 

gccacgttgg tgtttcataa tct   23 

 

<210> 465 

<211> 24 15 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Cebador para PCR 20 

 

<400> 465 

gatagaggac attggactct tgca   24 

 

<210> 466 25 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 30 

<223> Sonda para PCR 

 

<400> 466 

ttgggtgaaa ttgaccagca atatagccg   29 

 35 
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<210> 467 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 5 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 467 

cttaattctt agagatccac   20 10 

<210> 468 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 15 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 468 

cacactaatg caagatgcta   20 20 

 

<210> 469 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 25 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 469 30 

aaaaagtgat ctaccaacag   20 

 

<210> 470 

<211> 20 

<212> ADN 35 

<213> Secuencia Artificial 
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<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 470 5 

caactcttac cagttttcca   20 

 

<210> 471 

<211> 20 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 15 

<400> 471 

atcaatgaat ctaaagtgcg   20 

 

<210> 472 

<211> 20 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 25 

<400> 472 

cactgagcca tcctgctgca   20 

<210> 473 

<211> 20 

<212> ADN 30 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 35 

<400> 473 
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agctggttcc actgagccat   20 

 

<210> 474 

<211> 20 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 10 

<400> 474 

tgtgctgata gaggacattg   20 

 

<210> 475 

<211> 20 15 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 20 

 

<400> 475 

agactcttcc cacaggcatc   20 

 

<210> 476 25 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 30 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 476 

cagtcagcca gctcttcatc   20 

 35 

<210> 477 
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<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 5 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 477 

agttatccag ttttccagac   20 

 10 

<210> 478 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 15 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 478 

tccagtttct taatttgttg   20 20 

 

<210> 479 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 25 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 479 30 

tgtaggacac tttctgctgc   20 

 

<210> 480 

<211> 20 

<212> ADN 35 

<213> Secuencia Artificial 
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<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 480 5 

actggacacc agtcttgatg   20 

 

<210> 481 

<211> 20 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 15 

<400> 481 

tttaatttta agctgataat   20 

 

<210> 482 

<211> 20 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 25 

 

<400> 482 

cacactttaa ttttaagctg   20 

 

<210> 483 30 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 35 

<223> Oligonucleótido Antisentido 
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<400> 483 

caatgcacac tttaatttta   20 

 

<210> 484 5 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 10 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 484 

gcccagaatg ttaaatttcc   20 

 15 

<210> 485 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 20 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 485 

ccctaagggt caggtgcttg   20 25 

 

<210> 486 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 30 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 486 35 

ccattcccac atctctgctc   20 
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<210> 487 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 487 10 

aaggtgatca ggtgcagctc   20 

 

<210> 488 

<211> 20 

<212> ADN 15 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 20 

<400> 488 

gggtctctag gtcaatcttg   20 

 

<210> 489 

<211> 20 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 30 

 

<400> 489 

caccacaact ggcaaggagt   20 

<210> 490 

<211> 20 35 

<212> ADN 
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<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 5 

<400> 490 

ggtcagcatg ttataccaca     20 

 

<210> 491 

<211> 20 10 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 15 

 

<400> 491 

acttggtccc aggttccaat   20 

 

<210> 492 20 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 25 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 492 

gacaccctga gtagttcaca   20 

 30 

<210> 493 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 35 

<220> 
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<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 493 

ccagccatgt tttctttgca   20 

 5 

<210> 494 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 10 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 494 

atgatattgt ctagccagac   20 

 15 

<210> 495 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 20 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 495 

ccaagatata ctttttcaca   20 25 

 

<210> 496 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 30 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 496 35 

cttcattcca aagggccaag   20 
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<210> 497 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 497 10 

ccaagtgaaa gtgacccctc   20 

 

<210> 498 

<211> 20 

<212> ADN 15 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 20 

<400> 498 

actgatgtcc ttttccaccc   20 

 

<210> 499 

<211> 20 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 30 

 

<400> 499 

gggtcttgcc actgatgtcc   20 

 

<210> 500 35 

<211> 20 

ES 2 521 599 T3

 



308 
 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 5 

 

<400> 500 

gactggatct gggtcttgcc   20 

 

<210> 501 10 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 15 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 501 

cacagatgaa cttggtcttc   20 

 20 

<210> 502 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 25 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 502 

gttggtgtca cacagatgaa  20 30 

 

<210> 503 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 35 
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<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 503 

caatggtatt gctgcaggtc   20 5 

 

<210> 504 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 10 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 504 15 

caggtcaatg gtattgctgc   20 

 

<210> 505 

<211> 20 

<212> ADN 20 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 25 

<400> 505 

catcaatgaa tctaaagtgc   20 

 

<210> 506 

<211> 20 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 35 
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<400> 506 

aactgcatca atgaatctaa   20 

 

<210> 507 

<211> 20 5 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 10 

 

<400> 507 

ttccaaactg catcaatgaa   20 

 

<210> 508 15 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 20 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 508 

gttatttcca aactgcatca   20 

 25 

<210> 509 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 30 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 509 

aggtcagatc catgtcaaac   20 35 
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<210> 510 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 5 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 510 

agtcctagct tctatgtgga  20 10 

 

<210> 511 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 15 

 

<220> 

<223> Oligonucleótido Antisentido 

 

<400> 511 20 

atcaatgaat ggtgtcacac  20 
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REIVINDICACIONES 

1. Un oligonucleótido antisentido de 12 a 50 nucleobases de longitud, que hibrida específicamente con una molécula 
de ácido nucleico que codifica STAT3 y es capaz de inhibir la expresión de STAT3, y en donde el oligonucleótido 
está direccionado a los nucleótidos 2983 hasta 3127 de SEQ ID NO: 154. 

2. El oligonucleótido antisentido de la reivindicación 1, en donde la mólecula de ácido nucleico codifica STAT3 5 
humana. 

3. El oligonucleótido antisentido de cualquier reivindicación precedente, en donde el oligonucleótido es 100% 
complementario a la molécula de ácido nucleico que codifica STAT3. 

4. El oligonucleótido antisentido de cualquier reivindicación precedente, el cual tiene: 

13 a 40 nucleobases de longitud; o 10 

15 a 30 nucleobases de longitud. 

5. El oligonucleótido antisentido de cualquier reivindicación precedente, en donde el oligonucleótido antisentido 
comprende al menos un enlace internucleósido modificado, tal como un enlace fosforotioato. 

6. El oligonucleótido antisentido de cualquier reivindicación precedente, en donde el oligonucleótido antisentido 
comprende al menos una unidad estructural azúcar sustituido, tal como una unidad estructural 2´-O-(2-metoxietilo). 15 

7. El oligonucleótido antisentido de cualquier reivindicación precedente, en donde el oligonucleótido antisentido 
comprende al menos una nucleobase modificada, tal como 5-metil citosina. 

8. El oligonucleótido antisentido de cualquier reivindicación precedente el cual es un oligonucleótido quimérico. 

9. El oligonucleótido antisentido de la reivindcación 8, el cual es un oligómero con brecha. 

10. El oligonucleótido antisentido de la reivindicación 8 o 9 el cual es un oligonucleótido quimérico que tiene una 20 
primera región que comprende desoxinucleótidos y segunda y tercera regiones que flanquean dicha primera región, 
comprendiendo al menos un nucleótido 2´-O-(2-metoxietilo). 

11. El oligonucleótido antisentido de la reivindicación 10, en donde dicha primera región tiene diez desoxinucleótidos 
de longitud y dicha segunda y tercera regiones tienen cada una cinco nucleótidos de longitud. 

12. Una composición farmacéutica que comprende el oligonucleótido antisentido de cualquier reivindicación 25 
precedente y un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptable. 

13. El oligonucleótido antisentido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para uso en terapia o profilaxis. 

14. El oligonucleótido antisentido de la reivindicación 13 para uso en el tratamiento o prevención de estados 
inflamatorios anormales o enfermedades inflamatorias, tales como artritis reumatoide. 

15. El oligonucleótido antisentido de la reivindicación 13 para uso en el tratamiento o prevención de cánceres, tales 30 
como cáncer de seno, próstata, cerebro o cabeza y cuello, melanomas, mielomas, leucemias o linfomas. 
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