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DESCRIPCION
Oligonucleétidos que inhiben la migracion celular

[0001] La presente invencion se refiere a oligonucledtidos que inhiben la migracién celular, la invasién o la
metastasis.

[0002] En particular, se refiere al uso de oligonucleétidos bicatenarios para la fabricacion de farmacos para la
prevencion o tratamiento de patologias humanas, tales como tumores.

[0003] Mas particularmente, la invencion tiene por objetivo inhibir la expresién de genes, cuyos productos
participan en la activacion o mantenimiento de estados patologicos.

[0004] La invencién también se refiere a las composiciones farmacéuticas para la inhibicion de la expresién de
genes, cuyos productos participan en la activacion o mantenimiento de estados patolégicos.

[0005] La trombospondina -1 (TSP1) es una molécula de union a calcio trimérica grande de 450 kDa compuesta
por varios dominios (Carlson et al., 2008) que se une a numerosos ligandos y receptores, incluyendo varias
integrinas y el receptor aceptor de CD36. TSP1, que fue la primera molécula antiangiogénica caracterizada (Good et
al.,, 1990), inhibe la migracion in vitro e induce la apoptosis de células endoteliales (Jimenez et al., 2000). La
expresion de TSP1 estd inhibida en una gran cantidad de tumores (Ren et al., 2006; Zhang y Lawler, 2007)
incluyendo tumores primarios de mama y tumores de prostata dependientes de andrégenos, donde existe una
correlacion inversa entre la expresion de TSP1 y la densidad de vasos sanguineos (MVD) (Colombel et al., 2005;
Fontana et al.,, 2005b). Se ha informado previamente de que la expresién de TSP1 es elevada, y ya no esta
asociada con una MVD reducida, tanto en metastasis de mama (Fontana et al., 2005a), como en tumores invasivos
0 metastasicos de prdstata que se convierten en refractarios a ablacién hormonal (Colombel et al., 2005). Sin
embargo, no se ha establecido una implicacién funcional de TSP1 en el desarrollo de tumores.

[0006] Ahora esta bien establecido que el calcio, que se une a las repeticiones de tipo Il de TSP1 y modifica su
plegamiento y propiedades (Adams, 2004; Carlson et al., 2008), regula la proliferacién, diferenciacion y apoptosis de
las células cancerosas (Abeele et al., 2002; Lehen'Kyi et al., 2007; Thebault et al., 2006). De hecho, los cambios
morfolégicos y de adherencia ciclicos observados durante la migracién celular estan acompanados por cambios
repetitivos en [Ca®']i dependiendo del flujo entrante de Ca® a través de canales localizados en los canales de la
membrana plasmatica. La naturaleza molecular de estos canales en las células en migracion, e incluso mas para
células cancerosas metastasicas, aun son en gran medida desconocidos.

[0007] La interferencia de ARN (iARN) es un mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional donde la
introduccion de ARN bicatenario en una célula inhibe la expresion génica de un modo dependiente de secuencia. La
iARN se ha observado en varios organismos tales como mamiferos, drosophila, nematodos, hongos y plantas, la
iARN puede activarse en células de mamifero, notablemente mediante la introduccion de ARNip sintético (Carthew y
Sontheimer, 2009).

[0008] Uno de los objetos de la invencion es proporcionar inhibidores de moléculas que facilitan el desarrollo de
tumores primarios, o la invasién tumoral, o la metastasis.

[0009] Otro objeto de la presente invencion es proporcionar inhibidores de las moléculas que controlan o median la
actividad de las moléculas mencionadas anteriormente.

[0010] Otro objeto de la presente invencién es proporcionar composiciones farmacéuticas que comprenden dichos
inhibidores.

[0011] Otro objeto de la presente invencién es proporcionar composiciones farmacéuticas que sean eficaces para
inhibir el progreso tanto de tumores primarios como de tumores invasivos 0 metastasicos.

[0012] Lainvencion se basa en los inesperados resultados experimentales de acuerdo con los cuales la expresion
de TSP1 estimula la migracion de las células tumorales desde el entorno hipéxico y por tanto su inhibicién produce
efectos antitumorales.

[0013] Por tanto, en una realizacién general, la invencion se refiere al uso de al menos:

- uninhibidor de la expresion de proteinas, que inhibe la expresion de:

- proteina TSP1, 0
- una proteina, que controla la expresion de TSP1 o media la actividad de TSP1, o,

- uninhibidor de la actividad proteica, inhibiendo dicho inhibidor la actividad de:
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- la proteina TSP1, en particular la actividad responsable de la estimulacion de la migracion celular, o
- una proteina que controla la expresién o media la actividad de TSP1, para la fabricacion de un farmaco para
la prevencion o el tratamiento de tumores primarios, o tumores invasivos 0 metastasicos.

[0014] Por tanto, la invencién se refiere a oligonucleétidos bicatenarios elegidos entre la pareja (SEC ID N2 1 y
SEC ID N¢ 2), la pareja (SEC ID N2 21 y SEC ID N? 22), la pareja (SEC ID N° 3 y SEC ID N® 4), o la pareja (SEC ID
N2 23 y SEC ID N? 24), para la fabricacién de un farmaco para la prevencion o el tratamiento de tumores primarios o
tumores invasivos 0 metastasicos.

[0015] Los tumores dependen de un suministro adecuado de sangre para su crecimiento. Por lo tanto, para los
especialistas en la técnica, la inhibicién de la angiogénesis es un método para inhibir el desarrollo de tumores. Se
han desarrollado varios compuestos antiangiogénicos en el pasado para alcanzar este objetivo. Por el contrario, la
inhibicién de un inhibidor de la angiogénesis tal como TSP1 deberia aumentar la densidad de los vasos sanguineos,
y por tanto se espera que fomente el desarrollo de tumores. Hasta ahora, no podria abarcarse por los especialistas
en la técnica inhibir la expresion o la actividad de la proteina TSP1 para inhibir el desarrollo de tumores.

[0016] Los inventores han demostrado aqui que aunque la inhibicion de TSP1 en tumores no aumenta la densidad
de vasos sanguineos, la inhibicion de TSP1 provoca un fuerte efecto antitumoral.

[0017] Segln se expanden los tumores, frecuentemente aparecen regiones hipdxicas en los tumores. La hipoxia
estimula la produccion de factores angiogénicos tales como factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), que
es un fuerte activador de la angiogénesis. Los nuevos vasos sanguineos después irrigan el tumor y proporcionan
oxigeno, reduciendo de este modo la hipoxia. Segun se reduce la hipoxia, ya no se estimula la produccién de VEGF,
produciendo un mecanismo de retroalimentacion.

[0018] No existe dicho mecanismo de retroalimentacion para controlar la producciéon de TSP1 en tumores: los
inventores han demostrado aqui que la hipoxia induce TSP1 que inhibe la angiogénesis, y por tanto aumenta la
hipoxia.

[0019] Los inventores también han demostrado aqui que TSP1 puede inducirse mediante un segundo mecanismo:
moléculas farmacoldgicas tales como alcanfor o tapsigargina que aumentan la concentracion de calcio citosélico
inducen la secreciéon y/o produccién de TSP1. Dicho aumento en la concentracion de calcio puede producirse
mediante una desregulacion de los canales de calcio. Los inventores demuestran que varios canales de calcio de la
familia de potencial receptor transitorio (TRP) regulan la expresién de TSP1. Es de observar que varios de estos
canales demostraron estar regulados positivamente en células cancerosas (Prevarskaya et al., 2007).

[0020] Las inducciones de TSP1 por hipoxia o por una modificacion de la concentracién intracelular de calcio son
dos procesos que pueden suceder independientemente. Sin embargo, puede haber algunos cruces entre estos
procesos ya que los inventores muestran que al menos uno de los canales TRP, TRPV3, estad regulado
positivamente por hipoxia. Ademas, los inventores muestran que la hipoxia induce un aumento en la concentracion
intracelular de calcio.

[0021] De forma importante, los inventores también han demostrado que en tumores de préstata, TSP1 es un
estimulador principal de la migracion celular in vitro y del desarrollo de tumores in vivo ya que su silenciamiento
inhibia fuertemente el desarrollo tumoral.

[0022] Un inhibidor de la expresién de proteinas se refiere a una molécula biolégica, tal como un oligonucleétido o
un péptido, o una proteina, o cualquier otro tipo de moléculas organicas o inorganicas, que inhiban la transcripcion
del gen que codifica dicha proteina, o la traduccion del ARNm del gen que codifica dicha proteina.

[0023] Una proteina que controla la expresién de TSP1 se refiere a una proteina que controla la transcripcion del
gen TSP1 o la traduccion del transcrito del gen TSP1. Por ejemplo, se han tenido en cuenta varios canales
cationicos no dependientes de voltaje de la familia de potencial receptor transitorio (TRP), tales como TRPV2,
TRPV3, TRPV6, TRPMS, en la ilustracion de la presente invencién.

[0024] Una proteina que media la actividad de TSP1 se refiere a una proteina, tal como los receptores de la
proteina TSP1, que podrian mediar la actividad biolégica de la proteina TSP1. Por ejemplo, los receptores de CD36
e integrina B3 se han tenido en cuenta en la ilustracion de la presente invencion.

[0025] Un inhibidor de la actividad proteica se refiere a una molécula biolégica, tal como un oligonucleétido, o un
péptido, o una proteina, o cualquier otro tipo de moléculas organicas o inorganicas que inhiban la actividad biolégica
de dicha proteina en ensayos in vivo o in vitro.

[0026] La estimulacion de la migraciéon celular se refiere a una situacion donde el porcentaje de células en
migracion en el grupo tratado es estadisticamente superior que el del grupo de control.
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[0027] La capacidad de migracion celular puede medirse in vitro usando una camara de Boyden modificada. La
camara de Boyden consiste en dos compartimientos separados por una membrana permeable. Las células se
colocan en la camara superior y los factores quimiotacticos en la cdmara inferior. Se cuentan las células que migran
a través de la membrana.

[0028] Se da un ensayo de migracion detallado en la seccién de ejemplo.

[0029] Un tumor primario se refiere a un tumor que crece en el sitio anatomico donde comenzé el progreso del
tumor y procedio6 para producir una masa cancerosa.

[0030] Un tumor invasivo se refiere a un cancer que se ha roto a través de sus limites iniciales que limitan la
membrana, tal como la capsula de la prostata. Este cancer se propaga fuera del tejido donde se desarrolla
inicialmente y crece en los tejidos sanos adyacentes. "Invasivo" no implica que el cancer ya se haya propagado fuera
de la préstata. "Invasivo" tiene el mismo significado que infiltrante.

[0031] Un tumor metastésico se refiere a un cancer que se ha propagado desde su sitio original hasta uno o mas
sitios adicionales del organismo.

[0032] En otra realizacion, el inhibidor de la expresion de proteinas inhibe la expresion de proteinas elegidas entre
el grupo que comprende TSP1, TRPV2, TRPV3, TRPV6, TRPM8, CD36, o integrina B3.

[0033] TRPV2, TRPV3, TRPV6, TRPM8 pertenecen a canales catiénicos no dependientes de voltaje de la familia
de potencial receptor transitorio (TRP). Estas proteinas controlan la expresion de la proteina TSP1.

[0034] CD36 y la integrina B3 son receptores de TSP1. Se sabe que TSP1 se une a varios receptores (Roberts,
2008). Estos receptores pueden mediar la actividad de la proteina TSP1.

[0035] En otra realizacion, el inhibidor de la expresién de proteinas inhibe la expresion in vivo e in vitro de
proteinas elegidas entre el grupo que comprende TSP1, TRPV2, TRPV3, CD36, o integrina B3.

[0036] Los ensayos in vivo implican animales vivos, incluyendo seres humanos, ratones y ratas. En la presente
invencion, la inhibicién in vivo de la expresién de proteinas puede medirse mediante el crecimiento y el volumen del
tejido tumoral que se xenoinjerta en ratones desnudos. La reduccién del volumen de un tejido tumoral después de la
inyeccion del inhibidor de la expresion de proteinas, o el inhibidor de la actividad proteica, significa la inhibicion in
vivo de dicha expresion de proteinas.

[0037] Ensayos in vitro se refiere, por ejemplo, al uso de células en cultivo, o RT-PCR a tiempo real, etc., para
medir la inhibicién de la expresién de proteinas.

[0038] En otra realizacion, el inhibidor de la expresién de proteinas inhibe la expresion in vivo de proteinas
elegidas entre el grupo que comprende TSP1, TRPV2, TRPVS.

[0039] En otra realizacién, el inhibidor de la expresion de proteinas es un oligonucleétido bicatenario o un
oligonucleo6tido monocatenario.

[0040] Mediante la expresion "oligonucleétido” se entiende un polinucledtido de 2 a 100, y mas particularmente de
5 a 50, y preferiblemente de 13 a 25 nucledtidos, y en particular 19, 20, 21 oligonucleétidos, del tipo de
ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos o la mezcla de los mismos.

[0041] Un oligonucleétido bicatenario puede referirse a un ARNip. Un oligonucle6tido monocatenario puede
referirse a un microARN o cualquier oligonucleétido monocatenario antisentido usado para inhibir la expresién del
gen diana.

[0042] El uso de un oligonucleétido bicatenario es mas eficaz que otras estrategias anti-ARN previas tales como
ribozima o desoxinucleétidos antisentido monocatenarios porque escinde repetidamente su ARNm diana.

[0043] Ademas, un oligonucleétido bicatenario es mas estable que un oligonucle6tido monocatenario.
[0044] Se describe que el inhibidor de la expresion de proteinas es:

- un oligonucleétido bicatenario que comprende dos secuencias oligonucleotidicas, (a) y (b), que forman un
hibrido, donde la secuencia oligonucleotidica (a)

- es complementaria a la secuencia oligonucleotidica (b),
- 0 presenta menos del 40% de desapareamientos con dicha secuencia oligonucleotidica (b), y donde la
secuencia oligonucleotidica (a)
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- es complementaria a una secuencia diana que pertenece a la molécula de ARN o ADN que codifica una de
las proteinas definidas anteriormente, cuya expresioén tiene que inhibirse,

- 0o presenta menos del 40% de desapareamientos con una secuencia diana que pertenece a la molécula de
ARN o ADN que codifica una de las proteinas definidas anteriormente, cuya expresion tiene que inhibirse,

- 0 un fragmento de los oligonucledtidos bicatenarios definidos anteriormente (a) y (b), que comprende dos
fragmentos complementarios de las respectivas secuencias oligonucleotidicas definidas anteriormente (a) y (b),
con la condicion de que dicho fragmento conserve la propiedad de inhibir la expresion de una de las proteinas
definidas anteriormente.

[0045] La secuencia oligonucleotidica (a) es preferiblemente complementaria a la secuencia oligonucleotidica (b),
pero puede comprender 1-8 desapareamientos, particularmente 5, mas particularmente 3 desapareamientos, incluso
mas particularmente 1 desapareamiento con la secuencia oligonucleotidica (b).

[0046] La secuencia oligonucleotidica (a) es preferiblemente complementaria a la secuencia diana, pero puede
comprender 1-8 desapareamientos, particularmente 5, mas particularmente 3 desapareamientos, incluso mas
particularmente 1 desapareamiento con la secuencia diana; esta aplicaciéon es particular cuando la longitud de la
secuencia diana es de 21 nucledtidos.

[0047] Se describe que el inhibidor de la expresion de proteinas es:

- un oligonucleétido bicatenario que comprende dos secuencias oligonucleotidicas, (a) y (b), que forman un
hibrido, donde cada secuencia oligonucleotidica comprende en sus extremos 3' 0 5', de uno a cinco nucleétidos
no apareados que forman extremos monocatenarios que se extienden mas alla del hibrido, donde la parte dentro
del hibrido de la secuencia oligonucleotidica (a)

- es complementaria a la secuencia oligonucleotidica (b),

- o presenta menos del 40% de desapareamientos con dicha secuencia oligonucleotidica (b), y donde la
secuencia oligonucleotidica (a)

- es complementaria a una secuencia diana que pertenece a la molécula de ARN o ADN que codifica una de
las proteinas definidas anteriormente, cuya expresién tiene que inhibirse,

- 0 presenta menos del 40% de desapareamientos con una secuencia diana que pertenece a la molécula de
ARN o ADN que codifica una de las proteinas definidas anteriormente, cuya expresion tiene que inhibirse,

- 0 un fragmento de los oligonucledtidos bicatenarios definidos anteriormente (a) y (b), que comprende dos
fragmentos complementarios de las respectivas secuencias oligonucleotidicas definidas anteriormente (a) y (b),
con la condicion de que dicho fragmento conserve la propiedad de inhibir la expresion de una de las proteinas
definidas anteriormente.

[0048] La secuencia oligonucleotidica (a) es preferiblemente complementaria a la secuencia oligonucleotidica (b),
pero puede comprender 1-8 desapareamientos, particularmente 5, més particularmente 3 desapareamientos, incuso
mas particularmente 1 desapareamiento con la secuencia oligonucleotidica (b).

[0049] La secuencia oligonucleotidica (a) es preferiblemente complementaria a la secuencia diana, pero puede
comprender 1-8 desapareamientos, particularmente 5, mas particularmente 3 desapareamientos, incluso mas
particularmente 1 desapareamiento con la secuencia diana; esta aplicaciéon es particular cuando la longitud de la
secuencia diana es de 21 nucleétidos.

[0050] En una realizacion ventajosa, la secuencia oligonucleotidica complementaria a la secuencia diana
comprende de 15 a 25 nucledtidos.

[0051] La secuencia oligonucleotidica complementaria a la secuencia diana es una hebra antisentido, y donde la
segunda secuencia oligonucleotidica complementaria a la primera secuencia es una hebra con sentido.

[0052] La naturaleza de los nucleétidos comprendidos en la secuencia oligonucleotidica de la presente invencion
es ribonucleétido, desoxirribonucleétido o ambos de los mismos.

[0053] Los nucledtidos comprendidos en la secuencia oligonucleotidica de la presente invencion pueden ser
nucleétidos naturales (A, T, G, C, U), o nucleétidos modificados quimicamente, o una mezcla de los mismos, en
particular nucleétidos modificados quimicamente que comprenden un grupo reactivo, o un agente enlazador, tal
como 5-metilcitidina, xantinosina pseudouridina, dihidrouridina, inosina, ribotimidina, 7-metilguanosina o acidos
nucleicos blogueados (LNA).

[0054] Preferiblemente, la secuencia oligonucleotidica complementaria a la secuencia diana, también disefiada por
la hebra antisentido, comprende ribonucleétidos sustancialmente naturales y la hebra con sentido, puede
comprender ribonucle6tidos, desoxirribonucledtidos o ambos de los mismos.
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[0055] La definicion mencionada anteriormente también se aplica a las composiciones farmacéuticas y las
secuencias oligonucleotidicas descritas adicionalmente.

[0056] En una realizacion ventajosa, el oligonucleétido bicatenario comprende, en el extremo 3' de cada una de
dichas dos secuencias oligonucleotidicas, de 1 a 5 nucleétidos, preferiblemente de 2 a 3 nucleétidos, que se
extienden mas alla del hibrido.

[0057] En una ilustracion méas ventajosa de la presente invencion, los nucleétidos que se extienden mas alla del
hibrido son desoxitimidinas.

[0058] En una ilustracion particular de la presente invencion, la expresion de la secuencia diana representada por
la SEC ID N° 41 (TSP1) se inhibe por el oligonucleétido bicatenario descrito en la presente invencion.

[0059] En otra ilustracion particular de la presente invencion, la expresion de la secuencia diana representada por
la SEC ID N® 42 (TRPV3) se inhibe por el oligonucleétido bicatenario reivindicado en las presentes reivindicaciones.

[0060] En otra realizacion particular, el oligonucleétido bicatenario se elige entre una de las siguientes parejas que
consisten en (SEC ID N2 1y SEC ID N2 2); (SEC ID N2 3y SEC ID N? 4); (SEC ID N2 21 y SEC ID N? 22); (SEC ID
Ne 23 y SEC ID N¢ 24).

[0061] La Tabla 1 proporciona la lista de secuencias de oligonucleétidos bicatenarios descritas en la presente
solicitud. El gen abordado en seres humanos por cada correspondiente secuencia de oligonucle6tido bicatenario se
da en la primera columna de la tabla. Para TSP1, TRPV3, TRPMS8, se muestran 4 diferentes parejas de

oligonucledtidos, y dos para CD36, integrina B3, TRPV2, TRPV6.

TABLA 1

Diana del

oligonucleétido  Con dTdT Sin dTdT
SECID N2 1: SEC ID N2 21:

TSP1 CCUUGACAACAACGUGGUGTdT CCUUGACAACAACGUGGUG

Secuencia

TSP1a, especie SEC ID N2 2: SEC ID N2 22:

cruzada CACCACGUUGUUGUCAAGGdTdT CACCACGUUGUUGUCAAGG
SEC ID N2 3: SEC ID N@ 23:

TSP1 UACCCGAGACGAUUGUAUGATdT UACCCGAGACGAUUGUAUG

Secuencia SEC ID N2 4: SEC ID N2 24:

TSP1b CAUACAAUCGUCUCGGGUAdTdT CAUACAAUCGUCUCGGGUA
SEC ID N2 5: SEC ID N2 25:

TRPV3 CAAGGAGAGCGAACGCAUCITdT CAAGGAGAGCGAACGCAUC

Secuencia SEC ID N2 6: SEC ID N@ 26:

TRPV3a GAUGCGUUCGCUCUCCUUGTdT GAUGCGUUCGCUCUCCUUG
SECIDN?7: SEC ID N2 27:

TRPV3 AUGUACAGCGUCAUGAUCCATdT AUGUACAGCGUCAUGAUCC

Secuencia

TRPV3b, SEC ID N2 8: SEC ID N2 28:

especia cruzada GGAUCAUGACGCUGUACAUdTAT GGAUCAUGACGCUGUACAU
SEC ID N2 9: SEC ID N¢ 29:

TRPM8 UCUCUGAGCGCACUAUUCAdTAT UCUCUGAGCGCACUAUUCA

Secuencia SEC ID N2 10: SEC ID N2 30:

TRPM8a UGAAUAGUGCGCUCAGAGAdTAT UGAAUAGUGCGCUCAGAGA
SEC ID N2 11: SEC ID N2 31:

TRPM8 UAUUCCGUUCGGUCAUCUAdTAT UAUUCCGUUCGGUCAUCUA

Secuencia SECID N212: SEC ID N2 32:

TRPM8b UAGAUGACCGAACGGAAUAdTAT UAGAUGACCGAACGGAAUA
SEC ID N2 13: SEC ID N2 33:

CD36 UACAGACAGUUUUGGAUCUdTAT UACAGACAGUUUUGGAUCU
SEC ID N2 14: SEC ID N2 34:
AGAUCCAAAACUGUCUGUAdTAT AGAUCCAAAACUGUCUGUA
SEC ID N2 15: SEC ID N2 35:

integrina B3 GGAGAAUCUGCUGAAGGAUdTdT GGAGAAUCUGCUGAAGGAU
SEC ID N2 16: SEC ID N¢ 36:
AUCCUUCAGCAGAUUCUCCATdT AUCCUUCAGCAGAUUCUCC
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Diana del

oligonucleétido  Con dTdT Sin dTdT
SECID N2 17: SEC ID N@ 37:

TRPV2 UAAGAGUCAACCUCAACUAdTAT UAAGAGUCAACCUCAACUA
SEC ID N2 18: SEC ID N° 38:
UAGUUGAGGUUGACUCUUAdTdAT UAGUUGAGGUUGACUCUUA
SEC ID N2 19: SEC ID N° 39:

TRPV6 GGAAGACAGGCAAGAUCUCTAT GGAAGACAGGCAAGAUCUC
SEC ID Ne 20: SEC ID Ne 40:
GAGAUCUUGCCUGUCUUCCATdT GAGAUCUUGCCUGUCUUCC

[0062] Las secuencias oligonucleotidicas descritas en la presente solicitud numeradas de 1 a 20 comprenden en el
extremo 3' de cada una de dichas dos secuencias oligonucleotidicas dos desoxitimidinas que se extienden mas alla
del hibrido. Las secuencias oligonucleotidicas numeradas de 21 a 40 no comprenden ningun nucleétido que se
extiende mas alla del hibrido; la primera secuencia oligonucleotidica (hebra antisentido) y la segunda secuencia
oligonucleotidica (hebra con sentido) tienen la misma longitud, en la Tabla 1.

[0063] La expresion de TSP1 en seres humanos puede inhibirse usando uno cualquiera de los siguientes cuatro
oligonucleotidos bicatenarios diferentes que abordan el ARNm de TSP1:

- el oligonucledtido bicatenario que consiste en la SEC ID N2 1 y SEC ID N° 2, que aborda la parte del ARNm de
TSP1 indicada TSP1a en la tabla 1

- 0 el oligonucleétido bicatenario que consiste en la SEC ID N° 21 y SEC ID N° 22, que aborda la parte del ARNm
de TSP1 indicada TSP1a en la tabla 1

- o el oligonucleétido bicatenario que consiste en la SEC ID N° 3 y SEC ID N2 4, que aborda la parte del ARNm de
TSP1 indicada TSP1b en la tabla 1

- 0 el oligonucleétido bicatenario que consiste en la SEC ID N® 23 y SEC ID N° 24 que aborda la parte del ARNm
de TSP1 indicada TSP1b en la tabla 1.

[0064] Como la secuencia indicada TSP1a en la tabla 1 estd completamente conservada entre varios mamiferos,
particularmente entre seres humanos y ratones, el oligonucleétido bicatenario que consiste en la SEC ID N° 1y SEC
ID N2 2, o el oligonucleétido bicatenario que consiste en la SEC ID N2 21 y SEC ID N 22 puede usarse para inhibir la
expresion de TSP1 en seres humanos pero también en otro mamiferos.

[0065] Se describe que la expresion de TRPV3 en seres humanos puede inhibirse usando uno cualquiera de los
siguientes cuatro oligonucleétidos bicatenarios diferentes que abordan el ARNm de TRPV3:

- el oligonucledtido bicatenario que consiste en la SEC ID N2 5y SEC ID N° 6, que aborda la parte del ARNm de
TRPVS3 indicada TRPV3a en la tabla 1

- o el oligonucleétido bicatenario que consiste en la SEC ID N2 25 y SEC ID N° 26, que aborda la parte del ARNm
de TRPV3 indicada TRPV3a en la tabla 1

- 0 el oligonucleétido bicatenario que cosiste en la SEC ID N° 7 y SEC ID N¢ 8, que aborda la parte del ARNm de
TRPV3 indicada TRPV3b en la tabla 1

- 0 el oligonucledtido bicatenario que consiste en la SEC ID N® 27 y SEC ID N? 28 que aborda la parte del ARNm
de TRPV3 indicada TRPV3b en la tabla 1

[0066] Como la secuencia indicada TRPV3b en la tabla 1 estd completamente conservada entre varios mamiferos,
particularmente entre seres humanos y ratones, el oligonucleétido bicatenario que consiste en la SEC ID N° 7 y SEC
ID N2 8, o el oligonucleétido bicatenario que consiste en la SEC ID N° 27 y SEC ID N° 28 puede usarse para inhibir la
expresion de TRPV3 en seres humanos pero también en otros mamiferos.

[0067] Un oligonucleoétido bicatenario que no reconoce ningin ARN de mamifero conocido hasta hoy en dia se usa
como control en algunos experimentos in vitro e in vivo. Este oligonucleétido bicatenario consiste en la siguiente
pareja de secuencias:

Hebra 1: 5-GAUAGCAAUGACGAAUGCGUAdTAT-3'
Hebra 2: 5-UACGCAUUCGUCAUUGCUAUCATAT-3'

[0068] Debe apreciarse que pueden sustituirse otros controles, y también se usa inyeccion in vivo del vehiculo
(PBS) como control.

[0069] En una realizacion ventajosa, el oligonucleétido bicatenario se elige entre las siguientes parejas que
consisten en (SEC ID N2 1y SEC ID N2 2); (SEC ID N2 3y SEC ID N? 4); (SEC ID N2 21 y SEC ID N? 22); (SEC ID
Ne 23 y SEC ID N¢ 24).
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[0070] Para desarrollar un oligonucleétido como farmaco terapéutico que inhibe un ARNm dado en seres
humanos, es particularmente ventajoso que el oligonucleé6tido bicatenario aborde una secuencia completamente
conservada entre seres humanos y ratones. Esta propiedad permite la evaluacion de la eficacia y toxicidad del
oligonucleétido en modelos preclinicos antes de su administracion a seres humanos. En una realizaciéon ventajosa
particular, el oligonucleétido bicatenario se elige entre las siguientes parejas que consisten en (SEC ID N2 1 y SEC
ID N2 2); (SEC ID N2 21 y SEC ID N® 22).

[0071] En otra realizacion, la invencion se ilustra mediante el uso de un producto que contiene o consiste en:

- al menos un oligonucleodtido bicatenario definido anteriormente,
- al menos un agente anti-angiogénico,

para la fabricacién de un producto de combinacién para un uso simultdneo, separado, o propagado en el tiempo
para la prevencion o el tratamiento de tumores primarios o tumores invasivos 0 metastasicos.

[0072] En otra realizacion, la invencion se refiere a un producto que contiene o consiste en:

- al menos un oligonucledtido bicatenario elegido entre la pareja (SEC ID N2 1 y SEC ID N® 2), la pareja (SEC ID
Ne 21y SEC ID N® 22), la pareja (SEC ID N2 3y SEC ID N2 4), o la pareja (SEC ID N° 23 y SEC ID N° 24),
- al menos un agente anti-angiogénico y/o un agente anti-tumoral,

para la fabricacién de un producto de combinacién para un uso simultdneo, separado, o propagado en el tiempo
para la prevencion o el tratamiento de tumores primarios o tumores invasivos 0 metastasicos.

[0073] En otra realizacion, la invencion se ilustra por un producto que contiene o consiste en:

- al menos un oligonucleodtido bicatenario definido anteriormente,
- al menos un agente anti-tumoral,

para la fabricacién de un producto de combinacién para un uso simultaneo, separado o propagado en el tiempo para
la prevencion o el tratamiento de tumores primarios o tumores invasivos o metastasicos.

[0074] En otra realizacion, la invencion se ilustra por el uso de un producto que contiene o consiste en:

- al menos un oligonucleodtido bicatenario definido anteriormente,
- al menos un agente anti-angiogénico,
- al menos un agente anti-tumoral,

para la fabricacién de un producto de combinacién para un uso simultaneo, separado o propagado en el tiempo para
la prevencion o el tratamiento de tumores primarios o tumores invasivos o0 metastasicos.

[0075] En una realizacion ventajosa, el farmaco se combina con una terapia anti-tumoral, tal como radioterapia o
quimioterapia.

[0076] En otra realizacion, la invencion se refiere a:

- un oligonucledtido bicatenario elegido entre la pareja (SEC ID N° 1 y SEC ID N 2), la pareja (SEC ID N® 21 y
SEC ID N2 22), la pareja (SEC ID N2 3y SEC ID N? 4), o la pareja (SEC ID N2 23 y SEC ID N¢ 24),
- 0 un producto que contiene o consiste en:

- al menos un oligonucleétido bicatenario elegido entre la pareja (SEC ID N° 1 y SEC ID N° 2), la pareja (SEC
ID N2 21y SEC ID N2 22), la pareja (SEC ID N2 3y SEC ID N? 4), o la pareja (SEC ID N® 23 y SEC ID N¢ 24),
- al menos un agente anti-angiogénico y/o un agente anti-tumoral,

donde el farmaco se combina con una terapia anti-tumoral, tal como radioterapia o quimioterapia.

[0077] En una realizacion ventajosa, el agente anti-angiogénico se elige entre el grupo que comprende Cilengitida,
Vandetanib, Lenalidomida, Talidomida, Trioxido Arsénico, Bevacizumab, anti-VEGFR-1, anti-VEGFR-2, anti-PDGFR,
anti-FMS-FLT-3, anti-TK1.

[0078] En una realizacion ventajosa, el agente anti-tumoral se elige entre el grupo que comprende agentes
alquilantes, tales como Bendamustina, Temozolomida, Mecloretamina, Ciclofosfamida, Carmustina, Cisplatino,
Busulfan, Tiotepa, o Decarbazina, agentes anti-metabolito, tales como Pentostatina, Metotrexato, Pemetrexed,
Floxuridina, Fluorouracilo, Citaraina, Mercaptopurina o Tiguanina, antibiéticos citotéxicos tales como Rubitecan,
Mitomicina C, Daunorrubicina, Doxorrubicina, Bleomicina, Plicamicina, Mitoxantrona HCI, u Oxaliplatino, derivados
vegetales, tales como Vinorelbina, BMS 184476, sulfato de Vincristina, Vinblastina, Docetaxel taxol.
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[0079] En otra realizaciéon ventajosa, el tumor primario o tumor invasivo o metastasico es un tumor sélido o un
tumor linfoproliferativo.

[0080] En una realizacién mas ventajosa, el tumor sélido es un tumor de préstata, un tumor de higado, adenomas
hepaticos, hiperplasia nodular focal, un tumor cerebral tal como glioma, un tumor de mama, un tumor de rifién, un
tumor de pulmén tal como carcinoma pulmonar no microcitico, carcinoma pulmonar microcitico, blastoma
pleuropulmonar y tumor carcinoide, un tumor 6seo tal como osteoma, osteocondroma, quiste dseo por aneurisma, y
displasia fibrosa, osteosarcoma, condrosarcoma, sarcoma de Ewing, histiocitoma fibroso maligno, fibrosarcoma, un
cancer de estdbmago, un tumor de colon, un tumor de intestino delgado, un tumor esofégico, un tumor pancreatico,
un sarcoma, un tumor cervical, un tumor de vesicula biliar, un melanoma.

[0081] En otra realizacion mas ventajosa, el tumor linfoproliferativo es leucemia, linfoma, o un mieloma mdltiple.
[0082] En otra realizacion, la presente invencion se refiere a:

- un oligonucledtido bicatenario elegido entre la pareja (SEC ID N2 1 y SEC ID N® 2), la pareja (SEC ID N2 21 y
SEC ID N2 22), la pareja (SEC ID N2 3y SEC ID N° 4), o la pareja (SEC ID N2 23 y SEC ID N¢ 24),
- 0 un producto que contiene o consiste en:

- al menos un oligonucleétido bicatenario elegido entre la pareja (SEC ID N2 1 y SEC ID N¢ 2), la pareja (SEC
ID N2 21 y SEC ID N¢ 22), la pareja (SEC ID N2 3y SEC ID N2 4), o la pareja (SEC ID N2 23 y SEC ID N2 24),
- al menos un agente anti-angiogénico y/o un agente anti-tumoral,

donde el farmaco se combina con una terapia anti-tumoral, tal como radioterapia o quimioterapia,

donde el tumor primario o el tumor invasivo o metastasico es un tumor sélido o un tumor linfoproliferativo, donde el
tumor soélido es tumor de préstata, un tumor de higado, adenomas hepaticos, hiperplasia nodular focal, un tumor
cerebral tal como glioma, un tumor de mama, un tumor de rifién, un tumor de pulmén tal como carcinoma pulmonar
no microcitico, carcinoma pulmonar microcitico, blastoma pleuropulmonar y tumor carcinoide, un tumor éseo tal
como osteoma, osteocondroma, quiste éseo por aneurisma, y displasia fibrosa, osteosarcoma, condrosarcoma,
sarcoma de Ewing, histiocitoma fibroso maligno, fibrosarcoma, un cancer de estbmago, un tumor de colon, un tumor
de intestino delgado, un tumor esofagico, un tumor pancreatico, un sarcoma, un tumor cervical, un tumor de vesicula
biliar, un melanoma, y donde el tumor linfoproliferativo es leucemia, linfoma, o un mieloma multiple.

[0083] Se describe que el inhibidor de la actividad proteica puede ser un anticuerpo contra la proteina TSP1 o una
proteina que controla la expresién o media la actividad de TSP1, tal como TRPV2, TRPV3, TRPV6, TRPM8, CD36,
integrina B3, por ejemplo.

[0084] En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica.

[0085] Se describe que la composicion farmacéutica comprende como sustancia activa, al menos

- uninhibidor de la expresion de proteinas, que inhibe la expresion de:

- la proteina TSP1, o
- una proteina que controla la expresién de TSP1 o media la actividad de TSP1 o,

- uninhibidor de la actividad proteica, inhibiendo dicho inhibidor la actividad de:
- la proteina TSP1, en particular la actividad responsable de la estimulacion de la migracion celular, o
- una proteina que controla la expresion o media la actividad de TSP1, en asociacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

[0086] En una realizacion ventajosa, el inhibidor de la expresion de proteinas inhibe la expresion de proteinas
elegidas entre el grupo que comprenden TSP1, TRPV2, TRPV3, TRPV6, TRPM8, CD36, o integrina B3.

[0087] Se describe que el inhibidor de la expresidon de proteinas inhibe la expresién de proteinas elegidas entre el
grupo que comprende TSP1, TRPV2, TRPV3, CD36, o integrina B3.

[0088] Se describe que el inhibidor de la expresion de proteinas inhibe la expresion de proteinas elegidas entre los
grupos que comprenden TSP1, TRPV2, TRPVS.

[0089] Se describe que el inhibidor de la expresion de proteinas es un oligonucleétido bicatenario o un
oligonucleo6tido monocatenario.

[0090] Se describe que el inhibidor de la expresion de proteinas en la composicion farmacéutica es:
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- un oligonucleétido bicatenario que comprende dos secuencias oligonucleotidicas, (a) y (b), que forman un
hibrido, donde la secuencia oligonucleotidica (a)

- es complementaria a la secuencia oligonucleotidica (b),

- o presenta menos del 40% de desapareamientos con dicha secuencia oligonucleotidica (b), y donde la
secuencia oligonucleotidica (a)

- es complementaria a una secuencia diana que pertenece a la molécula de ARN o ADN que codifica una de
las proteinas definidas anteriormente, cuya expresioén tiene que inhibirse,

- 0 presenta menos del 40% de desapareamientos con una secuencia diana que pertenece a la molécula de
ARN o ADN que codifica una de las proteinas definidas anteriormente, cuya expresion tiene que inhibirse,

- o0 un fragmento de los oligonucleétidos bicatenarios definidos anteriormente (a) y (b), que comprenden dos
fragmentos complementarios de las respectivas secuencias oligonucleotidicas definidas anteriormente (a) y (b),
con la condicion de que dicho fragmento conserve la propiedad de inhibir la expresion de una de las proteinas
definidas anteriormente.

[0091] La secuencia oligonucleotidica (a) es preferiblemente complementaria a la secuencia oligonucleotidica (b),
pero puede comprender 1-8 desapareamientos, particularmente 5, mas particularmente 3 desapareamientos, incluso
mas particularmente 1 desapareamiento con la secuencia oligonucleotidica (b).

[0092] La secuencia oligonucleotidica (a) es preferiblemente complementaria a la secuencia diana, pero puede
comprender 1-8 desapareamientos, particularmente 5, mas particularmente 3 desapareamientos, incluso mas
particularmente 1 desapareamiento con la secuencia diana; esta aplicaciéon es particular cuando la longitud de la
secuencia diana es de 21 nucleétidos.

[0093] Se describe que el inhibidor de la expresion de proteinas en la composicion farmacéutica es:

- un oligonucleétido bicatenario que comprende dos secuencias oligonucleotidicas, (a) y (b), que forman un
hibrido, donde cada secuencia oligonucleotidica comprende en uno de sus extremos 3' o 5', de uno a cinco
nucleétidos no apareados que forman extremos monocatenarios que se extienden mas alla del hibrido, donde la
parte dentro del hibrido de la secuencia oligonucleotidica (a)

- es complementaria a la secuencia oligonucleotidica (b),

- 0 presenta menos del 40% de desapareamientos con dicha secuencia oligonucleotidica (b), y donde la
secuencia oligonucleotidica (a)

- es complementaria a una secuencia diana que pertenece a la molécula de ARN, o ADN que codifica una de
las proteinas definidas anteriormente, cuya expresién tiene que inhibirse,

- 0 presenta menos del 40% de desapareamientos con una secuencia diana que pertenece a la molécula de
ARN o ADN que codifica una de las proteinas definidas anteriormente, cuya expresion tiene que inhibirse,

- o un fragmento de los oligonuclettidos bicatenarios definidos anteriormente (a) y (b), que comprende dos
fragmentos complementarios de las respectivas secuencias oligonucleotidicas definidas anteriormente (a) y
(b), con la condicién de que dicho fragmento conserve la propiedad de inhibir la expresién de una de las
proteinas definidas anteriormente.

[0094] La secuencia oligonucleotidica (a) es preferiblemente complementaria a la secuencia oligonucleotidica (b),
pero puede comprender 1-8 desapareamientos, particularmente 5, mas particularmente 3 desapareamientos, incluso
mas particularmente 1 desapareamiento con la secuencia oligonucleotidica (b).

[0095] La secuencia oligonucleotidica (a) es preferiblemente complementaria a la secuencia diana, pero puede
comprender 1-8 desapareamientos, particularmente 5, mas particularmente 3 desapareamientos, incluso mas
particularmente 1 desapareamiento con la secuencia diana; esta aplicacion es particular cuando la longitud de la
secuencia diana es de 21 nucleétidos.

[0096] En las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, la secuencia oligonucleotidica
complementaria a la secuencia diana comprende de 15 a 25 nucled6tidos.

[0097] En una realizacion ventajosa, el oligonucleétido bicatenario comprende, en el extremo 3' de cada una de
dichas dos secuencia oligonucleotidicas de 1 a 5 nucledétidos, preferiblemente de 2 a 3 nucleétidos, que se extienden
mas alla del hibrido.

[0098] Los nuclettidos que se extienden mas alla del hibrido pueden ser complementarios o no a la secuencia
diana.

[0099] Los nucledtidos que se extienden mas alla del hibrido pueden ser cualquier nucleétido natural.
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[0100] En una realizacion mas ventajosa, los nucledtidos que se extienden mas alla del hibrido son
desoxitimidinas.

[0101] En una ilustracion particular de la presente invencion, la expresion de la secuencia diana representada por
la SEC ID N° 41 (TSP1) se inhibe por el oligonucleétido bicatenario reivindicado en la presente solicitud.

[0102] En otra realizacion particular, la composicion farmacéutica de la presente invencion comprende como
sustancia activa, el oligonucleétido bicatenario elegido entre las siguientes parejas que consisten en (SEC ID N° 1y
SEC ID N2 2); (SEC ID N2 3y SEC ID N° 4); (SEC ID N2 21 y SEC ID N2 22); (SEC ID N° 23 y SEC ID N¢ 24).

[0103] En otra realizacién, la composicion farmacéutica de la presente invencion comprende como sustancia
activa, al menos un oligonucleétido bicatenario elegido entre las siguientes parejas que consisten en (SEC ID N° 1y
SEC ID N? 2); (SEC ID N2 3y SEC ID N? 4); (SEC ID N2 21 y SEC ID N¢ 22); (SEC ID N2 23 y SEC ID N? 24) en
asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0104] En una realizacién ventajosa, el vehiculo farmacéuticamente aceptable es una solucién salina.

[0105] En otra realizacion ventajosa, el oligonucleétido bicatenario usado en la composicién farmacéutica de la
presente invencién se acopla con colesterol o sustancias que posibilitan la penetracién de dicho oligonucleétido
bicatenario en las células.

[0106] En otra realizacion mas ventajosa, las sustancias que posibilitan la penetracion de dicho oligonucleétido
bicatenario en las células son por ejemplo liposomas, agentes basados en lipidos, nanoparticulas, esferas
magnéticas, derivados de polietileneimina.

[0107] En una realizacion ventajosa, la sustancia activa se formula para la administracién a una dosis en el
intervalo de 0, 05 a 50 mg/kg, en particular 0,1 a 20 mg/kg.

[0108] La sustancia activa que comprende el oligonucleétido bicatenario puede administrarse a una dosis
modificada pero suficiente de acuerdo con la via de aplicacién o la forma de la sustancia activa.

[0109] En una realizacion ventajosa, la sustancia activa se formula para una de las siguientes administraciones:
intravenosa, intraperitoneal, subcutéanea, intramuscular, instilacion nasal, sublingual, intra-rectal, inyeccién directa en
el tumor, tépica u oral.

[0110] Los oligonucleétidos de la presente invencion puede introducirse por transfecciéon en células que después
se inyectan en los tejidos, o inyectarse directamente en los tejidos, por ejemplo por via local, sistémica, aerosol.

[0111] En una ilustracion ventajosa de la presente invencion, la composicion farmacéutica comprende, como
sustancia activa, un producto que contiene o consiste en:

- al menos un oligonucleoétido bicatenario definido anteriormente y reivindicado en la presente solicitud,
- al menos un agente anti-angiogénico,

como producto de combinacion para un uso simultaneo, separado o propagado en el tiempo.

[0112] En una realizacién preferida, la composicién farmacéutica comprende, como sustancia activa, un producto
que contiene o consiste en:

- al menos un oligonucleodtido bicatenario definido anteriormente y reivindicado en la presente solicitud,
- al menos un agente anti-tumoral,

como producto de combinacion para un uso simultaneo, separado o propagado en el tiempo.

[0113] En una ilustracién preferida de la presente invencién, la composicién farmacéutica comprende, como
sustancia activa, un producto que contiene o consiste en:

- al menos un oligonucleoétido bicatenario definido anteriormente y reivindicado en la presente solicitud,
- al menos un agente anti-angiogénico,

- al menos un agente anti-tumoral,

como producto de combinacion para un uso simultaneo, separado o propagado en el tiempo.

[0114] En otra realizacion, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende, como
sustancia activa, un producto que contiene o consiste en:
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- al menos un oligonucledtido bicatenario elegido entre la pareja (SEC ID N2 1 y SEC ID N® 2), la pareja (SEC ID
Ne 21y SEC ID N2 22), la pareja (SEC ID N2 3 y SEC ID N2 4), o la pareja (SEC ID N2 23 y SEC ID N¢ 24),

- al menos un agente anti-angiogénico, y/o un agente anti-tumoral,

como producto de combinacion para un uso simultaneo, separado o propagado en el tiempo.

[0115] El agente anti-angiogénico de la composicién farmacéutica de la invencién puede elegirse entre el grupo
que comprende Cilengitida, Vandetanib, Lenalidomida, Talidomida, Trioxido Arsénico, Bevacizumab, anti-VEGFR-1,
anti-VEGFR-2, anti-PDGFR, anti-FMS-FLT-3, anti-TK1.

[0116] El agente anti-tumoral de la composicion farmacéutica de la invencion puede elegirse entre el grupo que
comprende agentes alquilantes, tales como Bendamustina, Temozolomida, Mecloretamina, Ciclofosfamida,
Carmustina, Cisplatino, Busulfan, Tiotepa, o Decarbazina, agentes anti-metabolito, tales como Pentostatina,
Metotrexato, Pemetrexed, Floxuridina, Fluorouracilo, Citaraina, Mercaptopurina o Tiguanina, antibiéticos citotéxicos
tales como Rubitecan, Mitomicina C, Daunorrubicina, Doxorrubicina, Bleomicina, Plicamicina, Mitoxantrona HCI, o
Oxaliplatino, derivados vegetales, tales como Vinorelbina, BMS 184476, sulfato de Vincristina, Vinblastina, Docetaxel
taxol.

[0117] En otra realizacion, la invencién se refiere a la secuencia oligonucleotidica elegida entre las siguientes
secuencias: SEC ID N2 1, SEC ID N° 2, SEC ID N2 3, SEC ID N2 4, SEC ID N2 21, SEC ID N¢ 22, SEC ID N° 23, SEC
ID N@ 24.

[0118] En otra realizacion, la invencion se refiere a oligonucleétidos bicatenarios elegidos entre las siguientes
parejas que consisten en (SEC ID N2 1 y SEC ID N2 2); (SEC ID N2 3 y SEC ID N¢ 4); (SEC ID N2 21 y SEC ID N®
22); (SEC ID N2 23 y SEC ID N° 24).

Descripcion de las figuras
[0119]

La Figura 1A representa el nivel de ARNm de TSP1 en células de tumor de prostata dependiente de andrégenos
(LNCaP), resistente a castracion (C4-2 y 22RV1), o independiente de andrégenos (PC3). Los resultados (media
+ ETM, n>3) estan normalizados al nivel de ARNm de ciclofilina A y expresados en unidades arbitrarias (LNCaP
establecido a 1).

La Figura 1B representa el nivel correspondiente de proteina TSP1 en células de tumor de préstata dependiente
de andrégenos (LNCaP), resistente a castracion (C4-2 y 22RV1), o independiente de andrégenos (PC3). Se us6
tubulina como control de carga.

La Figura 1C representa el nivel de ARNm de TSP1 en células C4-2 48 h después de transfeccion con dos
diferentes ARNip que abordan el ARNm de TSP1. Los resultados, normalizados al nivel de ARNm de ciclofilina A
en las mismas células, se expresan como unidad arbitraria, media + ETM de 3 experimentos independientes.

La Figura 1D representa la expresién de TSP1, visualizada por inmunofluorescencia indirecta en células C4-2 48
h después de transfeccion con TSP1a- o TSP1b-ARNip.

La Figura 1E representa la actividad metabdlica de células C4-2 después de transfeccion de TSP1a- o TSP1b-
ARNip.

La Figura 1F representa la actividad enzimatica de las caspasas 3 y 7 medida 48 h después de transfeccién de
células C4-2 con el TSP1a- o TSP1b-ARNip. Los resultados no son estadisticamente diferentes entre el control o
células transfectadas con TSP1-ARNip.

La Figura 1G representa la capacidad de migracion hacia medio fresco de cultivo de células C4-2 (barras negras)
o PC3 (barras grises) transfectadas con los ARNip indicados. Dos dias después de la transfeccion, las células se
sembraron en la parte superior de la cdmara de Boyden y se conté la cantidad de células que habian migrado
hacia medio fresco 18 h después. Los resultados se expresan como el porcentaje de células en migracion en
comparacién con células que migran en condiciones de control (media + ETM, n=3). El experimento se repiti6 3
veces con resultados comparables.

La Figura 1H representa la capacidad de migracion de LNCaP hacia medio condicionado desde células LNCaP o
C4-2. Las células LNCaP (barras negras) o C4-2 (barras grises) se sembraron en la parte inferior de camaras de
Boyden. Unos 2 dias después, las células LNCaP se sembraron en la camara superior y se conto la cantidad de
células en migracion 18 h después. Los resultados se expresan como en G.

La Figura 1l representa la expresion de TSP1, medida por transferencia de western, en homogeneizados
celulares y en el medio condicionado de células JT8 cultivadas durante 2 dias en presencia (dox+) o ausencia
(dox-) de doxiciclina. Las células JT8 son células de fibrosarcoma transfectadas de forma estable con un
plasmido tet-reprimible que codifica TSP1.

La Figura 1J representa la migracién de células C4-2 hacia el medio condicionado por células JT8 TSP1-
inducibles cultivadas en presencia de doxiciclina para reprimir la expresion de TSP1 o en ausencia de doxiciclina
para inducir TSP1. Los resultados se expresan como en G.

La Figura 1K representa la capacidad de migracion de células C4-2 transfectadas con los ARNip indicados. Dos
dias después de la transfeccion, las células se sembraron en la parte superior de la camara de Boyden y se
conté la cantidad de células que habian migrado hacia el medio fresco 2 dias después. Los resultados se
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expresan como en la Figura 1C.

La Figura 1L representa la capacidad de migracion de C4-2 hacia medio condicionado de C4-2 en ausencia o
presencia de un anticuerpo que inhibe la unién de TSP1 a CD36. Las células C4-2 se sembraron en la parte
inferior de camaras de Boyden. Unos 2 dias después, las células C4-2 se sembraron en la camara superior en
medio de control 0 en medio que contenia 1 pg/ml de anticuerpo contra TSP1 Ab1 (Clon A4.1 de neomarkers,
Thermo scientific, Fremont, Ca, EEUU). Cuando se afiadio el anticuerpo contra TSP1 Ab1 en la camara superior,
también se afiadié a la misma concentracién en la camara inferior. Después de a 18 h de incubacién, se contaron
las células en migracién.

La Figura 2A representa la expresion de TSP1 en células C4-2 tratadas 2 h por vehiculo (izquierda) o
tapsigargina (1uM) (derecha). La expresién de TSP1 se visualiza por inmunofluorescencia indirecta.

La Figura 2B representa la secrecion de TSP1 en el medio de cultivo celular por células C4-2 tratadas durante 2
h por vehiculo (izquierda) o tapsigargina (1 uM) (derecha). La TSP1 secretada se mide por transferencia de
western en el medio de cultivo celular.

La Figura 2C representa la expresion de TSP1 en células C4-2 tratadas durante 2 h con alcanfor a las dosis
indicadas. La expresion de TSP1 se visualiza por inmunofluorescencia indirecta.

La Figura 2D representa la secrecion de TSP1 en el medio de cultivo celular por células C4-2 tratadas durante 2
h por vehiculo o alcanfor a las dosis indicadas. La TSP1 secretada se mide por transferencia de western en el
medio de cultivo celular.

La Figura 2E representa el nivel de ARNm de TSP1 en células C4-2 después de 6 h de tratamiento por alcanfor a
las dosis indicadas (media £ ETM, n=3). El nivel de ARNm esta normalizado a ciclofilina A.

La Figura 2F muestra los niveles de ARNm de TRPV3 (barras negras) y TRPM8 (barras grises) medidos en las
lineas celulares indicadas de tumor de prostata. Los resultados (media + ETM, n>3) estan normalizados al nivel
de ARNm de ciclofilina A y expresados en unidades arbitrarias.

La Figura 2G representa la detecciéon por transferencia de western de proteina TRPV3 en lineas celulares
indicadas de préstata. Se us6 tubulina como control de carga.

La Figura 2H representa la expresién de TSP1 y TRPV3 en células C4-2 48 h después de transfeccion de
TRPV3a ARNip.

La Figura 2l representa el nivel de ARNm de TSP1 de células C4-2 transfectadas por los ARNip indicados. Los
resultados, normalizados al nivel de ARNm de ciclofilina A se miden 2 dias después de la transfeccion (media £
ETM, n>3).

La Figura 2J representa la capacidad de migraciéon hacia medio fresco de cultivo de células C4-2 transfectadas
con los ARNip indicados. Las células se sembraron en la camara superior 2 dias después de la transfeccion y se
conté la cantidad de células que habian migrado 18 h después. Los resultados se expresan como el porcentaje
de células en migracion en comparacion con las células que migran en condiciones de control (media + ETM,
n=3). El experimento se repitié 3 veces con resultados comparables.

La Figura 3A representa los efectos del silenciamiento de TRPM8 y TRPV3 sobre la proliferacién de células C4-
2. Las células C4-2 se transfectaron con los ARNip indicados. Su proliferacion se mide mediante un ensayo
metabdlico (media + ETM, n=3, representativo de 3 experimentos separados).

La Figura 3B representa los efectos del silenciamiento de TRPV3 sobre la migraciéon de células C4-2 (barras
negras) o PC3 (barras grises). Las células se transfectaron por control, o 2 diferentes TRPV3 ARNip que se
indican, y se realiz6 un ensayo de migracion como en la Figura 1G.

La Figura 3C representa la capacidad de migracion de células C4-2 transfectadas 2 dias antes con un cont- o
TRPC4- o TRPC6-ARNiIp.

La Figura 3D representa la deteccién por transferencia de Western de TSP1 en el medio de cultivo de células
C4-2 transfectadas con cont- o TSP1-ARNip 48 h después de la transfeccion.

La Figura 3E representa los efectos de TSP1 sobre la capacidad de migracion de células C4-2. Las células C4-2
sembradas en la parte inferior de una camara de Boyden se transfectaron por control- (indicado C), o TSP1-
ARNip (TSP). En el mismo dia, se transfectd un lote diferente de células por control-, TSP1-, o TRPV3-ARNip
(TRP). Tres dias después, estas ultimas células se trataron con tripsina y se sembraron en la parte superior de la
camara de Boyden como se indica. La migracion se cuantificé 18 h después y los resultados se expresaron como
un porcentaje de células que migran en condiciones de control (células transfectadas con un control-ARNip en la
parte superior e inferior) (media + ETM, n=3).

La Figura 4A representa los niveles de ARNm de TRPV3 (barras grises claras) y TSP1 (barras grises oscuras)
medidos en células C4-2 incubadas en normoxia o en presencia de cloruro de cobalto 300 uM para imitar
hipoxia. Los niveles de ARNm se cuantificaron y normalizaron a ciclofilina A. Los resultados se expresan como la
proporcion de niveles de ARNm en hipoxia con aquellos en normoxia establecida a 1. Se muestran los resultados
de 2 experimentos independientes.

La Figura 4B representa la concentraciéon de calcio intracelular en células C4-2 cultivadas en condiciones de
control (cont) o en presencia de CoCl» 300 uM durante 30 minutos o 48 horas (media £ ETM, n>120 células por
condicion).

La Figura 4C representa los niveles de ARNm de VEGF y TSP1 en células C4-2 incubadas en 20% (normoxia) o
1% de oxigeno (hipoxia) durante un maximo de 72 h. Las barras grises claras representan VEGF en normoxia;
las barras grises oscuras representan VEGF en hipoxia; las barras blancas representan TSP1 en normoxia; las
barras negras representan TSP1 en hipoxia. Los resultados estan normalizados al nivel de ARNm de ciclofilina A
y se expresan en unidades arbitrarias, TO establecido a 1.
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La Figura 4D representa el contenido de proteina VEGF y TSP1 en homogeneizados de células C4-2, medido
por ELISA y normalizado al contenido total de proteinas. Las barras grises claras representan VEGF en
normoxia; las barras grises oscuras representan el cédigo de colores como en C.

La Figura 4E representa el contenido de proteina VEGF y TSP1 en medio de cultivo de células C4-2, medido por
ELISA y normalizado al contenido total de proteinas en homogeneizados celulares. Codigo de colores como en
C.

La Figura 4F representa el contenido de proteina TSP1, Hif 1 alfa y TRPV3 en homogeneizados celulares C4-2
en células cultivadas durante los periodos indicados en normoxia (N) o hipoxia (H). Se us6 tubulina como control
de carga.

La Figura 4G representa la induccion de niveles de ARNm de VEGF (gris) y TSP1 (negro) normalizada a los
niveles de ciclofilina A en células PC3 cultivadas durante los periodos indicados en cloruro de cobalto en
comparacioén con los respectivos niveles de ARNm en medio de control en el mismo momento puntual.

La Figura 4H representa la inmunodeteccién de TSP1 en células PC3 cultivadas durante 48 h en condiciones de
control (N) o en presencia de CoCI2 300 uM para imitar hipoxia (H).

La Figura 5A representa el volumen del tumor de ratones que albergan tumores C4-2 de crecimiento
exponencial. Los ratones se trataron diariamente con inyecciones i.p. de PBS (triangulos), control- (cuadrados
negros) TRPV3- (diamantes grises claros) o TSP1-ARNip (diamantes grises oscuros). Todos los ARNip se
diluyeron (120 ug/kg) en PBS. El volumen del tumor se expresa en cm?® (media £ ETM, 6 ratones por grupo).

La Figura 5B representa el volumen del tumor de ratones que albergan tumores PC3 de crecimiento exponencial.
Los ratones se trataron diariamente con inyecciones i.p. de control- (cuadrados negros) TRPV3- (diamantes
grises claros) o TSP1-ARNip (diamantes grises oscuros). Todos los ARNip se diluyeron (120 pg/kg) en PBS. El
volumen del tumor se expresa en cm® (media + SEM, 6 ratones por grupo).

La Figura 5C representa los niveles de ARNm de TRPV3 y TSP1, normalizados a ciclofilina A y expresados en
unidades arbitrarias, en tumores PC3 recogidos al final del experimento representado en la Figura 5B. El nivel de
ARNm de TSP1 se traz6 frente al nivel de ARNm de TRPV3 en el mismo tumor de ratones tratados con control-
ARNip (cuadrados negros), TRPV3-ARNip (diamantes grises) o TSP1-ARNip (circulos blancos).

La Figura 5D representa el nivel de ARNm de TSP1, normalizado al nivel de ARNm de ciclofilina A, en tumores
recogidos al final de los experimentos mostrados en la Figura 5A (C4-2, diamantes) y 5B (PCS3, tridngulos). Los
tumores se trataron por control-ARNip (simbolos negros), o TRPV3-ARNip (simbolos grises claros) o TSP1-
ARNip (simbolos grises oscuros).

La Figura 5E representa el nivel de ARNm de TRPV3, normalizado al nivel de ARNm de ciclofilina A, en tumores
recogidos al final de los experimentos mostrados en la Figura 4A (C4-2, diamantes) y 4B (PC3, triangulos). Los
tumores se trataron por control-ARNip (simbolos negros), o TRPV3-ARNip (simbolos grises claros) o TSP1-
ARNip (simbolos grises oscuros).

La Figura 5F representa la cuantificacion de la densidad de microvasos (MVD) en puntos calientes de
vascularizacion de tumores C4-2 (barras grises) o PC3 (barras negras) recogidos al final del experimento
descrito en la Figura 5A y Figura 5B.

La Figura 5G representa el nivel de ARNm de VEGF, normalizado al nivel de ARNm de ciclofilina A, en tumores
recogidos al final de los experimentos mostrados en la Figura 4A (C4-2, diamantes) y 4B (PCS3, triangulos). Los
tumores se trataron por control-ARNip (simbolos negros), o TRPV3-ARNip (simbolos grises claros) o TSP1-
ARNip (simbolos grises oscuros).

La Figura 5H representa el nivel de ARNm de lo genes indicados en ratones desnudos sacrificados 5 horas
después de una inyeccion i.p. de PBS (barras negras), o 4000 pg/kg de poly(l:C), un ligando conocido de TLR3
(barras grises oscuras), o TRPV3b-ARNip (barras grises claras) o TSP1a-ARNip (barras blancas) todos diluidos
en PBS. El nivel de ARNm de los genes indicados, normalizado a ciclofilina A, se cuantificé por RT-PCR a tiempo
real en el bazo. Los resultados (media + ETM, n=4) se expresan en unidades arbitrarias, normalizadas al valor en
controles de PBS establecido a 1.

La Figura 6A representa el nivel de ARNm de TSP1, normalizado al ARNm de actina, en tejidos peritumoral (N) y
tumoral (T) de muestras congeladas de prostatectomia radical de diferentes fases clinicas (pT2, pT3a, pT3b/pT4)
tomadas antes de cualquier otro tratamiento. Cada diagrama de recuadros esta compuesto por tres lineas
horizontales que presentan los percentiles 252, 50° (mediana), y 75°. Los valores superior e inferior se muestran
usando barras de error. El valor P se muestra cuando es significativo.

La Figura 6B representa la comparacién del nivel de ARNm de TSP1, normalizado al ARNm de actina, en
muestras de pacientes que no mostraban evidencias de recurrencia del tumor durante al menos 30 meses
después de cirugia (n=8) o que experimentaban recidiva de PSA (n=11) después de cirugia.

Ejemplos

[0120] Los siguientes ejemplos se han realizado de acuerdo con los procedimientos experimentales descritos a
partir de ahora en este documento.

Reactivos y ARNip
[0121] El alcanfor y la tapsigargina se adquirieron de Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, Francia). Los

anticuerpos contra TSP1 (Ab1, Ab-4 y Ab-11) fueron de Neomarkers (Thermo scientific, Fremont, Ca, EEUU), los
anticuerpos contra TRPV3 de TEBU (Le Perray en Yvelines, Francia) y la tubulina de Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
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Fallavier, Francia). Los anticuerpos de cabra Alexa-Fluor anti-conejo 488 y de cabra Alexa-Fluor anti-raton 568 se
adquirieron en Molecular probes. Los ARNip se adquirieron en Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, Francia). Las
secuencias usadas se indican en la tabla 1 suplementaria.

Lineas celulares

[0122] La linea celular LNCaP es una linea celular de préstata humana dependiente de andrégenos. Expresa el
receptor de androgenos y depende de los andrdégenos para su crecimiento.

[0123] La linea celular C4-2 y 22RV1 son lineas celulares de tumor de préstata humano resistente a castracion.
Expresan el receptor de andrégenos pero no dependen de los andrégenos para su crecimiento.

[0124] La linea celular PC3 es una linea celular de préstata humana independiente de andrégenos. Las células
PC3 no expresan el receptor de andrégenos.

Cultivo celular y transfeccion

[0125] Las células LNCaP y C4-2 se cultivaron en RMPI que contenia suero de ternera fetal al 10%, las células
PC-3 en DMEM que contenia suero de ternera fetal al 10%. El reactivo Hiperfect (Qiagen, Courtaboeuf, Francia) se
usé para transfectar células en placas de 24 pocillos con los ARNip indicados (10 nM) como se recomienda por el
fabricante. Se us6é un ensayo de actividad metabolica (WST1, Roche Diagnostics, Meylan Francia) para medir la
proliferacién celular. Para imitar la hipoxia, las células se cultivaron en presencia de cloruro de cobalto 300 uM
durante 48 h. Para las condiciones hipdxicas, las células se cultivaron a 37°C con CO2 al 5%, N2 al 94% y O2 al 1%
en una incubadora hipoxica (Binder GmbH, Tuttligen, Francia).

Ensayo de migracion

[0126] La capacidad de migracién se midié usando una camara modificada de Boyden. Las células (40.000) se
sembraron en RPMI FBS al 1% en la parte superior de un sistema de cultivo celular-cdmara-inserto separada de la
camara inferior por una membrana PET de 8 um (BD Biosciences, Le Pont de Claix, Francia). Se afadié RPMI FBS
al 10%, o medio condicionado en el compartimiento inferior. Dieciocho horas después, las células que no migraron
en el compartimiento superior se desecharon usando un hisopo de algodén. Las células en el lado inferior de la
membrana se fijaron con metanol a -20°C y se tifieron con Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
Francia). Las membranas después se escindieron, se montaron en un portaobjetos de vidrio con Glycergel (DAKO) y
se contaron las células.

Analisis de ARNip y ARNm por RT-PCR a tiempo real

[0127] ElI ARN total se aislé usando reactivo TRIzol (Invitrogen, Cergy Pontoise, Francia). EI ARN se
retrotranscribié usando un kit de transcripcion inversa a ADNc de alta capacidad (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
Francia). EI ADNc se cuantificé por PCR a tiempo real usando la mezcla maestra de PCR Power SYBR® Green
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, Francia). Se usé ciclofilina A humana como control interno. Las secuencias de los
cebadores de PCR se indican en la tabla 2 suplementaria.

ELISA

[0128] Los contenidos de proteina TSP1 y VEGF en homogeneizados celulares y sobrenadante se midieron por
ELISA (quantikine, R&D, Lille, Francia).

Imagenes de calcio

[0129] Las imagenes de fluorescencia se realizaron en solucion salina equilibrada de Hank (HBSS) que contenia
NaCl 142 mM, KCI 5,6 mM, MgCl> 1 mM, CaCl> 2 mM, Na;HPO4 0,34 mM, KH,PO4 0,44 mM, HEPES 10 mM, y
glucosa 5,6 mM. La concentracién de calcio citosolico se midié usando células cargadas con Fura-2 (2 uM) como se
ha descrito previamente (Mariot et al., 2002). La concentracion de calcio intracelular se obtuvo de la proporcion e las
intensidades de fluorescencia para cada una de las longitudes de onda de excitacion (F340/F380) y a partir de la
ecuacion de Grynkiewicz (Grynkiewicz et al., 1985).

Animales, inyeccion de ARNip y ensayos de tumorigenicidad

[0130] Los estudios que implicaron animales, incluyendo su alojamiento y cuidado, el método de eutanasia y los
protocolos experimentales se realizaron de acuerdo con el comité local de ética animal en el Institut Andre Lwoff en
Villejuif, Francia. Se inyectaron células tumorales (2X10° células/raton) por via subcutanea en matrigel al 50% (v:v)
(BD biosciences, Le Pontde Claix, Francia) a ratones desnudos macho de 6-8 semanas de edad y se midieron cada
dia. Cuando los tumores crecieron exponencialmente, se inyectd i.p. ARNip diluido en PBS en una base diaria (120
ug/kg). El volumen del tumor se estimé usando la férmula: longitud x anchura® x 0,5.
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Sujetos

[0131] Las muestras de tejido de préstata se obtuvieron de 14 pacientes que experimentaron prostatectomia
radical en el Centre Hospitalier Lyon Sud (Lyon, Francia) y 12 del Cochin Hospital (Paris, Francia). Se obtuvo el
consentimiento por escrito de cada paciente. Inmediatamente después de la retirada de la préstata, se diseccionaron
de forma gruesa pequefios trozos de tejidos por el patélogo, se congelaron instantaneamente y se almacenaron en
nitrégeno liquido hasta el analisis en los depdsitos de tumores del Centre hospitalier Lyon Sud y del groupe
hospitalier Cochin-Saint Vincent de Paul. Se realizé el analisis histolégico de una seccion congelada para cada
muestra por el mismo patdlogo antes de la extraccion del ARN. Los fragmentos constituidos completamente de
glandulas cancerosas se seleccionaron y llamaron muestras de "tumor", mientras que aquellos que no contenian
tejido canceroso se seleccionaron y llamaron "tejido peritumoral”.

Ejemplo 1: La expresion de TSP1 se aumenta en células de prostata cancerosas refractarias a hormonas

[0132] El promotor de TSP1 esta metilado en la linea celular de prostata dependiente de andréogenos LNCaP (Li et
al., 1999) y por consiguiente, los niveles de ARNm y de proteina de TSP1 son muy bajos en estas células (Fig. 1A'y
Fig. 1B). De forma interesante, se encontrd una expresion sostenida de TSP1 en células C4-2, que se establecieron
a partir de tumores LNCaP recurrentes en ratones después de castracion (Thalmann et al., 1994). También se
encontré TSP1 expresado, a niveles de ARNm (Fig. 1A) y proteina (Fig. 1B), en la linea celular de tumor de prostata
resistente a castracion R22RV1 (Sramkoski et al., 1999), y en la linea celular independiente de andrégenos PC3.
Para estudiar la funcion de TSP1 en células de carcinoma de préstata, se disefid un primer ARNip para abordar una
secuencia completamente conservada entre las secuencias de raton y humana (TSP1a-ARNip) y se disefi6 un
segundo para abordar especificamente el ARNm humano (TSP1b-ARNip). En células C4-2, los dos ARNip
silenciaron la expresion de TSP1 sobre un 70% a nivel de ARNm (Fig. 1 C) y proteina (Fig. 1D), sin efecto sobre la
proliferacién celular (Fig. 1E) o la apoptosis (Fig. 1F).

Ejemplo 2: TSP1 estimula la migracion de células de tumor de prostata

[0133] Se usaron camaras de Boyden para estudiar el papel potencial de TSP1 sobre la migracién de células de
tumor de préstata. El silenciamiento de TSP1 inhibié fuertemente la migracion de células C4-2 (Fig. 1G). Este efecto
no fue dependiente de la expresién del receptor de andrégenos porque la migracion de células PC3 también estaba
fuertemente afectada por el silenciamiento de TSP1 (Fig. 1G). A la inversa, la migracion de células LNCaP, que no
expresan TSP1, se estimulé cuando las células migraban hacia medio condicionado de células C4-2 (Fig. 1H). Para
establecer adicionalmente el papel de TSP1 sobre la migracion de células de tumor de préstata, se usé una linea
celular, JT8, donde la produccion de TSP1 esta bajo el control de un promotor reprimible por tetraciclina (Filleur et
al.,, 2001). El medio condicionado de las células JT8 se preparé en presencia de doxiciclina para reprimir la
expresion de TSP1, o en su ausencia para inducir la expresién de TSP1 (Fig. 11). Entonces se midi6 la migracién de
células C4-2 hacia estos dos medios. La presencia de TSP1 aumenté fuertemente la capacidad de las células de
migrar (Fig. 1J).

[0134] La actividad de TSP1 estd mediada por varios tipos de receptores, en particular integrinas que comprenden
las subunidades B1 o B3, y el receptor CD36. La unién de TSP1 a CD36 ha demostrado mediar los efectos
antiangiogénicos de TSP1. En la presente invencion, se disefiaron ARNip especificos para abordar respectivamente
CD36, integrinas p1 y B3. El silenciamiento de f1 no tuvo efecto sobre las propiedades de migracion de células C4-2
(Fig. 1K). En contraste, el silenciamiento de CD36 o B3 redujo fuertemente la migracion de C4-2 en el ensayo de
Boyden (Fig. 1K). Ademas, los anticuerpos contra TSP1 que inhiben su unién al receptor CD36 (TSP1 Ab1, clon
A4.1) alteraron la migracion de células C4-2 (Fig. 1L), lo que demuestra que la unién de TSP1 a CD36 media los
efectos antiangiogénicos de TSP1 y su capacidad de inducir la migracion.

[0135] Los resultados mencionados anteriormente muestran que TSP1 se expresa a niveles mucho mayores
(ARNm y proteina) en células C4-2, 22RV1 y PC3 que en células LNCaP. La transfeccion de células C4-2 por 10 nM
de TSP1a-ARNip o TSP1b-ARNip reduce significativamente el nivel de ARNm (Fig. 1C) y el nivel de proteina (Fig.
1D) de TSP1, sin afectar a la proliferacion celular (Figura 1E).

Ejemplo 3: La expresion y secrecion de TSP1 estan reguladas por calcio en células de tumor de prostata

[0136] TSP1 contiene un dominio de unién a calcio y el calcio afecta al plegamiento de TSP1 (Adams, 2004). La
cuestion es si un aumento en la concentracion citosolica de calcio en células de tumor de préstata podria regular la
expresion y/o secrecién de TSP1. Con este fin, se trataron células C4-2 con tapsigargina, un inhibidor de la bomba
SERCA, que aumenta la concentracion intracelular de calcio (Ca*™j). Un tratamiento de 2 h con tapsigargina provoco
un rapido agotamiento de TSP1 del citosol (Fig. 2A) y secrecion en el medio de cultivo (Fig. 2B). Los canales de
calcio TRPV2 (Monet et al., 2010), TRPV6 (Fixemer et al., 2003), TRPM8 (Fig. 2J), y TRPV3 (Fig. 2F y 2G) se
expresan en células de tumor de préstata. El alcanfor es un agonista bien establecido del canal TRPV3 (Mogrich et
al., 2005; Vogt-Eisele et al., 2007) que estimula de forma similar la secrecion de TSP1 (Fig. 2C y 2D). Ademas, un
tratamiento de 6 h por alcanfor indujo un aumento dependiente de la dosis en el nivel de ARNm de TSP1 (Figura
2E). Estos resultados establecen que el calcio regula tanto el nivel de ARNm de TSP1 como la secrecion en células
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de tumor de prostata.
Ejemplo 4: Expresion de canales TRP y regulacion de TSP1 en células de tumor de prostata

[0137] Se analizé la expresion de dos canales TRP, TRPM8 y TRPV3, en lineas celulares de préstata. TRPM8 se
expreso en células LNCaP y C4-2 pero fue indetectable en 22RV1 y a un nivel muy bajo solamente en células PC3
(Fig. 2F). En contraste, TRPV3 se expreso en las 4 lineas celulares de préstata (Fig. 2F), incluyendo las células PC3
independientes de andrégenos. EIl ARNm de TRPV3 estaba regulado positivamente en la linea celular resistente a
castracion C4-2 en comparacion con su linea celular parental dependiente de andrégenos LNCaP. Sin embargo, los
resultados de la invencion muestran claramente que, a nivel de proteina, TRPV3 se expresa fuertemente en células
LNCaP (Fig. 2G). Entonces se analizé si la expresion de canales TRP podia regular la expresiéon de TSP1. El
silenciamiento de TRPV3 redujo la expresion de proteina TSP1 (Fig. 2H). Al menos 4 canales de la familia TRP,
TRPV2, TRPV3, TRPV6 y TRPMS, estimulan TSP1, ya que su silenciamiento provocé un nivel reducido de ARNm
de TSP1 (Fig. 2I). En contraste, TRPC4 y TRPC6 reprimian TSP1, y su silenciamiento aumenté su nivel de ARNm
en células C4-2 (Fig. 21, 2J). TRPC1, TRPC3 u ORAI no tuvieron efecto significativo sobre la expresién de TSP1
(Fig. 21).

Ejemplo 5: El canal TRPV3 esta implicado en el control de la migracion de células cancerosas de prostata

[0138] Para abordar el posible papel de los canales de calcio TRP sobre la migracién, se concentraron los
esfuerzos en TRPV3 ya que este canal se expresa bien en células de carcinoma de préstata, independientemente
de su dependencia de andrégenos, y porque, en oposicion a TRPMS, el silenciamiento de TRPV3 no afecta a la
proliferacién celular (Fig. 3A), un fenotipo que podria desviar la interpretacién de los ensayos de migracién. El
silenciamiento de TRPV3 desencadend una inhibicion masiva de la migracién celular en células C4-2 y PC3 (Fig.
3B). En contraste, los ARNip que abordan TRPC4 o TRPC6 estimularon la migracion de células C4-2 (Fig. 3C). Todo
junto, estos resultados sugieren fuertemente que los efectos de los canales TRP sobre la migracion podrian estar
mediados por TSP1.

Ejemplo 6: Los efectos de TRPV3 sobre la migracion celular estan mediados por TSP1

[0139] Para estudiar adicionalmente los papeles respectivos de TSP1 y TRPV3 en la migracion celular, se
transfectaron células C4-2 sembradas en la parte inferior de camaras de Boyden por control- o TSP1-ARNip. Tres
dias después, la concentracion de TSP1 estaba marcadamente reducida en el medio condicionado de células
transfectadas con TSP1-ARNip (Fig. 3D). Después se afiadieron en la parte superior de las camaras células C4-2
transfectadas 3 dias antes con control-, TSP1-, o TRPV3-ARNip. En comparacion con las condiciones de control (las
células transfectadas por ARNip de control en las camaras superior e inferior), el silenciamiento de TSP1
simultaneamente en los dos compartimientos redujo la migracién en un 70% (Fig. 3E). De forma interesante, cuando
se silenci6 TSP1 en un Unico compartimiento, el superior o inferior, la capacidad de migracion se redujo solo
parcialmente, lo que demuestra que el efecto de migracion esta mediado por la proteina secretada (Fig. 3E).

[0140] El silenciamiento de TRPV3 en el compartimiento superior reprimié drasticamente la migracién de células
C4-2 que migran hacia un medio agotado en TSP1. Pero de forma importante, esta inhibicibn se anul6
completamente cuando TSP1 estaba presente en la parte inferior de las camaras de Boyden (Fig. 3E). Este
resultado demuestra que la estimulacion por TRPV3 de la migracion celular estd mediada por TSP1 secretada.

Ejemplo 7: La hipoxia induce la expresion de TRPV3 y TSP1 y aumenta la [Ca**];

[0141] La resistencia a condiciones hipoxicas es una caracteristica comun de tumores avanzados. Los niveles de
ARNm de TSP1 y TRPVS, y la concentracién intracelular de calcio, se analizaron en células C4-2 en condiciones
hipéxicas. Un tratamiento de 48 h por cloruro de cobalto 300 uM, que induce la estabilizacion de las proteinas Hifla
e Hif2a (Yuan et al., 2003) e imita los efectos de la hipoxia, indujo fuertemente los niveles de ARNm de TRPV3 y
TSP1 (Fig. 4A).

[0142] La concentracion intracelular de calcio se midi6 en células C4-2 cultivadas en condiciones de control o en
presencia de cloruro de cobalto. Este nivel en reposo, que no se modificé después de 30 min., estaba aumentado en
dos veces en células incubadas durante 48 h en presencia de cloruro de cobalto (Fig. 4B).

[0143] TSP1 se induce por hipoxia en fibroblastos humanos y células de musculo liso vascular (Distler et al., 2007;
Favier et al., 2005; Mayuko Osada-Oka, 2008). Para analizar si éste también era el caso en células de tumor de
préstata, se cultivaron células C4-2 en un 1% 0 20% de oxigeno, y se compararon las expresiones de VEGF y TSP1
en diferentes momentos puntuales hasta 72 h. Se observé un aumento dependiente del tiempo de ARNm tanto de
VEGF como de TSP1 en hipoxia a nivel de ARNm (Fig. 4C) como de proteina (Fig. 4D). Tan pronto como en 2 h
después de exposicion a hipoxia, se indujo la secrecién de proteina TSP1 (Fig. 4E). También se indujeron las
proteinas TRPV3 e Hif1 alfa por hipoxia de un modo dependiente del tiempo (Fig. 4F). Asimismo, la exposicion de
células PC3 a CoCl2, que imita los efectos de la hipoxia, indujo expresiones de TSP1 a niveles de ARNm (Fig. 4G) y
proteina (Fig.4H).
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Ejemplo 8: El silenciamiento in vivo de TRPV3 o TSP1 inhibe el crecimiento de tumores de prodstata
resistentes a castracion o independientes de andrégenos

[0144] Los datos in vitro de la invencién establecen que la migracion de células C4-2 o PC3 esta fuertemente
alterada por el silenciamiento de TRPV3 o TSP1, sin afectar a la proliferacién o supervivencia celular. Para abordar
el papel de TSP1 y TRPV3 in vivo, se xenoinjertaron células C4-2 en ratones desnudos. Una vez los tumores
estaban creciendo exponencialmente, los ratones se asignaron aleatoriamente para tratamiento y recibieron
diariamente inyecciones i.p. de PBS o 120 pg/kg de control-, o TSP1-, o TRPV3-ARNip diluido en PBS e inyectado
i.p. El crecimiento de tumores en ratones tratados con TSP1- o TRPV3-ARNip estuvo inhibido significativamente
(Fig. 5A). Asimismo, ambos TRPV3- y TSP1-ARNip inhibieron el crecimiento de tumores PC3 xenoinjertados (Fig.
5B).

[0145] En tumores PC3 de control recogidos al final del experimento representado en la Fig. 5B, se observé un
elevado grado de correlacion (*=0,83) entre los niveles de ARNm de TRPV3 y TSP1 (Fig. 5C). En comparacién con
los controles, el tratamiento por TSP1-ARNip disminuy6 significativamente el nivel de ARNm de TSP1 en tumores
PC3 (Fig. 5C). Es de observar que el silenciamiento de TRPV3 provocé una reduccién del nivel de ARNm de
TRPV3, pero también una reduccién del nivel de ARNm de TSP1 (Fig. 5C). Estos datos confirman que, in vivo como
in vitro, TRPV3 regula la expresion de TSP1.

[0146] En tumores C4-2, el tratamiento por TRPV3- o TSP1-ARNip disminuy6 significativamente el
correspondiente nivel de ARNm diana en comparacion con los controles (Fig. 5D, 5E).

Ejemplo 9: TSP1 aun ejerce propiedades antiangiogénicas en tumores resistentes a castracion

[0147] Aunque los tumores C4-2 y PC3 tratados por TSP1- o TRPV3-ARNip eran mas pequefos y altamente
necroéticos, su densidad sanguinea de microvasos (MVD) en regiones no necréticas era significativamente mayor
que en controles (Fig. 5F), lo que demuestra que TSP1 aun reprimia la angiogénesis en tumores CRCaP y AlCaP.
La MVD aumentada implicaba una expresion reducida de VEGF en tumores tratados con TSP1-ARNip (Fig. 5G),
indicativa de una hipoxia reducida. Este resultado establece que TSP1 aln ejerce propiedades antiangiogénicas en
tumores C4-2 y PC3.

Ejemplo 10: Ausencia de induccion de la expresion de interferén o citoquinas inflamatorias

[0148] Para confirmar que los efectos antitumorales observados in vivo no estaban ligados a una respuesta
inmune no especifica, se les dio a los ratones una inyeccion por via intraperitoneal de TSP1a-ARNip, o de TRPV3b-
ARNip, o de Poly(l:C), un ligando conocido de TLRS3, usado como control positivo. Todas las inyecciones se
realizaron con una dosis de 4 mg/kg de ARNip diluido en PBS. Cinco horas después de la inyeccién, los ARNm que
codifican varios genes implicados en respuesta inmune innata o en inflamacién se cuantificaron por RT-PCR a
tiempo real cuantitativa. Solamente el tratamiento por Poly (I:C) induce un aumento significativo de TLR3, TLR7, IL6,
IL12b, IFNB, IFNy e IP10, mientras que ni TSP1-ARNip ni TRPV3-ARNip a la misma dosificacion, 33 veces mayor
que la usada en experimentos de tumor, indujeron estos TLR y citoquinas (Fig. 5H). Estos resultados establecen que
el efecto antitumoral observado por inyecciones de TSP1-ARNip o TRPV3-ARNip in vivo no puede atribuirse a una
estimulacién de la inmunidad innata.

Ejemplo 11: La expresion de TSP1 esta asociada con la fase patologica y la recurrencia cancerosa después
de prostatectomia radical

[0149] Se estudié la expresion del ARNm de TSP1 en 26 muestras congeladas de prostatectomia radical de
pacientes con cancer de préstata clinicamente localizado que no recibieron ningun tratamiento de radioterapia y/o
ablacion hormonal antes de la cirugia. Se analizaron pares de tejido tumoral y peritumoral en 18 muestras. El nivel
medio de ARNm de TSP1 fue significativamente mayor en tejido peritumoral que en tumores (Tabla 1), lo que
confirma que la expresion de TSP1 esta reprimida en tumores no tratados dependientes de andrégenos.

[0150] No hubo asociacién significativa entre el nivel de ARNm de TSP1 tumoral o peritumoral y la edad del
paciente, el valor de Gleason o el nivel sérico de PSA antes de la cirugia (Tabla 1). En tejido tumoral, el nivel de
ARNm de TSP1 era significativamente inferior en pacientes con enfermedad localizada (pT2) en comparacién con
aquellos con cancer de prostata localmente avanzado (pT3) (Tabla 1 y Fig. 6A). En tejido peritumoral, hay una
tendencia hacia un nivel mayor de ARNm de TSP1 en pacientes con enfermedad en fase superior aunque la
diferencia no fue estadisticamente significativa.

[0151] De los 26 pacientes incluidos en este estudio, 11 experimentaron recidiva de PSA, mientras que 8,
seguidos durante al menos 30 meses después de la cirugia, no mostraron evidencias de recurrencia del tumor. El
nivel de ARNm de TSP1, medido en tejido tumoral y peritumoral en el momento de prostatectomia radical, estuvo
significativamente asociado con recidiva de PSA (Tabla 1 y Fig. 6B).
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Tabla 1
Nivel de ARNm de TSP1/actina (u.a.)
Tejido peritumoral (N) Tumor (T)

Criterios 2 Media [intervalo] P N2 Media [intervalo] P pTVvN
Todos los pacientes 18 3,88[0,26 - 13,54] 26 1,25[0,20-7,15] 0,004
edad
<=60 8 4,94 (0,49 - 13,54] 13 1,61[0,20-7,15] 0,028
>60 10 3,04[0,26-12,81] 0,197 13 0,90[0,23-2,04] 0,110 0,028
Valor de Gleason
6 2 0,53 [0,26 - 0,81] 6 1,15[0,31 - 2,53] 0,191
7 13 4,70[0,49-13,54] 0,139+ 15 1,31[0,20-7,15] 0,419" 0,011
>7 3 2,58[0,82-5,02] 0,150" 5 1,20[0,23-2,13] 0,459" 0,118
PSA antes de la cirugia (ng/ml)
<7 6 5,01 [0,26 - 12,9] 10 1,64[0,24-7,15] 0,063
7-15 6 1,27[0,49-2,17] 0,082° 8 0,95[0,20 - 2,53] 0,195° 0,219
>15 5 5,4410,82 - 13,54] 0,452° 7 1,20[0,28 - 2,60] 0,306° 0,025
desconocido 1 5,02 1 0,23
fase
pT2 4 1,15[0,49 - 1,51] 8 0,41 [0,20 - 0,93] 0,002
pT3a 5 2,83[0,26-6,31] 0,114 7 1,40 [0,28 -2,75] 0,012* 0,098
pT3b 8 5,77 0,81 -13,54] 0,085~ 10 1,93[0,33-7,15] 0,023* 0,039
pT4 1 5,02 1 0,23
recidiva del tumor (seguimiento en meses, media [intervalo])
no 51 [30-64] 6 1,34 [0,26 - 2,10] 8 0,64 [0,30 - 1,41] 0,014
si 36[6-80] 7 7,46[0,81-13,54] 0,012 10 2,19[0,23-7,15] 0,022 0,007
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<223> Derivada del genoma humano

<400> 15
ggagaaucug cugaaggaut t 21

<210> 16

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

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 16
auccuucagc agauucucct t 21

<210> 17

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 17
uaagagucaa ccucaacuat t 21

<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 18
uaguugaggu ugacucuuat t 21

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 19
ggaagacagg caagaucuct t 21

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 20
gagaucuugc cugucuucct t 21
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<210> 21

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 21
ccuugacaac aacguggug 19

<210> 22

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 22
caccacguug uugucaagg 19

<210>23

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 23
uacccgagac gauuguaug 19

<210>24

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 24
cauacaaucg ucucgggua 19

<210> 25

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 25
caaggagagc gaacgcauc 19

<210>26

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 26
gaugcguucg cucuccuug 19
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<210> 27

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 27
auguacagcg ucaugaucc 19

<210>28

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 28
ggaucaugac gcuguacau 19

<210> 29

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 29
ucucugagcg cacuauuca 19

<210>30

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 30
ugaauagugc gcucagaga 19

<210>31

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 31
uauuccguuc ggucaucua 19

<210>32

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 32
uagaugaccg aacggaaua 19

25
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<210>33

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 33
uacagacagu uuuggaucu 19

<210>34

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 34
agauccaaaa cugucugua 19

<210>35

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 35
ggagaaucug cugaaggau 19

<210> 36

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 36
auccuucagc agauucucc 19

<210> 37

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 37
uaagagucaa ccucaacua 19

<210> 38

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 38
uaguugaggu ugacucuua 19

26
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<210> 39

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 39
ggaagacagg caagaucuc 19

<210>40

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Derivada del genoma humano

<400> 40
gagaucuugc cugucuucc 19

<210> 41

<211> 5820

<212> ADN

<213> genoma humano

<400> 41

ageagetgeg
tetactecgy
cteccggeeg
tggggetygge
tteccagagte
gcaaggggta
tegaggatge
ctgtgceggge
ggggcacget
ccaatggcaa

tgtctgtgga

cocogagetgy
acgcacagge
ccgegetecg
ctggggacta
tggcggagac
tgggegecga
caacctgate
agaaaagggt
getggoeccty
ggcgggcace

agaagctecte

ectgcgagtt
attcceegey
gtacacacag
ggcgtectgt
aacagegtgt
ctggtgaaqgyg
ceecctgtge
ttcctecttc
gagcggaaag
ctggacctca

ctggeaacaey

cagggetect
coecctocage
gatecctget
tectgatgea
ttgacatett
gecaeqaceea
ctgatgacaa
tggeatecet
accactctgg
gectgacegt

gcecagtggaa

27

gtegetetec
ceteogoegee
dgggcaccaac
tgtgtgtgge
tgaactcace
ttecageeeca
gttccaagac
gaggcagatg
ccaggtette
ceaaggaaag

gagcatcace

aggagcaace

ctegecaceg
agctccacca
accaaccgca
ggggcegeee
gectttecgea
ctggtggatg
aagaagacec
agegtggtgt
cageacgtgg

ctgtttgtge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



aggaagacag
tooceateoca
aggggggegt
scacaccaga
cecttgacaa
acaagacaaa
tectggaact
tgactgaaga
acggagttca
gtcagaacte
ccacagttcc
getggtetee
agegeggeeyg
ggacetgaca
ggteccegtq
tectgeaacte
ceaaagectg
gggacatctyg
aceecasaes
gcaagaagea
agtgtactag
gaaatggeat
accacaatgg
caecacgett
aacaggtgtq
ccaagtgecaa
gotacgotygg
agaacctggt
tteocaacte
acgatgacaa
cteagtatga
acaacccaga

ttgatggaga

ggoceagetg
aagegtette
caatgacaat
agacatests
caacqgtggty
ggacttgcaa
caggggecty
gaacaasgayg
gtacagaaat
agttaccate
tgatggagaa
atggteegag
ctectygegat
cattcaggag
gteatcttgt
toccagocen
caagaaagac
ttctgtcace
coagtttgga
ggactgtcca
ctaccetgat
ccagtgeaca
agagcaccgg
cacaggatea
caagcccegt
ctacctggge
caatggeoate
gtgegtgges
agggcaggasa
tgataaaatt
ctatgacaga
teaggcagac

cggtatecto

ES 2525255713

tacatecgact
accagagaco
ttecaggggg
aggaacaaag
aatggtteca
gecatctgeg
cgcaccatty
ttggocaatyg
aacgaggaat
tgeaaaaagy
tgctgtecte
tggacetect
agcctcaaca
tgtgacaaga
totgtgacat
cagatgaacy
gootgocoea
tgtggaggag
ggcaaggact
attgatggat
ggcagcetgga
gatgttgatg
tgtgagaaca
cagecetteg
aaccectgeoa
cactatageg
atetgegygy
aatgegactt
gactatgaca
ccagatgaca
gatgatgtgg
acagacaaca

aatgaacggg

gtgaaaagat
tggocageat
tgetgoagaa
getgetccag
gecctgcoat
geatctoctg
tgaccacget
agoctgaggoy
ggactgttga
tgtectgeee
getgttggee
gttetacgag
accgatgtga
gatttaaaca
gtggtgatgg
ggaaaccetyg
teaatggagy
gggtacagaa
gegttggtga
goectgtecaa
aatgtggtge
agtgcaaaga
cggaceccygy
gecaggytgt
cggatgggac
aceccatgta
aggacagaga
accactgoaa
aggatyggaat
gggacaactg
gagacegetg
atggggaagy

acaactgoea

28

ggagaatget
egecagacte
tgtgaggttt
ctetaccagt
exgeactass
tgatgagctg
geaggacage
gectecesta
tagctgcoact
catcatgoeo
cagcgactct
ctotggeaat
gggetecteyg
ggatggtgge
tgtgatqaca
tgaaggcgaa
ctggggtect
acgtagtcgt
tgtaacagaa
tecetgettt
ttgteceeet
agtgectgat
ctacaactge
cgaacatgoe
ceacgactge
cegetgogag
cotbggatgge
aaaggataat
tacrtgqatgee
tecattocat
tgacaactgt
agacgeotgt

gtacgtctac

gagttggacy
ogoategoaa
gtotttggaa
gtecteoctea
tacattggee
tdcagcatgg
atcogeazag
tgotatcaca
gagtgtcact
tgotecaatg
gcggacgatg
ggaattcage
gtocagacae
tggageoract
aggataagge
gegegggaga
tgagteaceat
ctotgeaaca
aaccagatet
geoggegtga
ggttacagtg
geectgettea
ctgecctgee
acggecaaca
aacaagaacg
tgcaagectyg
tggoccaatg
tgccccaace
tgtgatgaty
tacaacecag
sectacaace
getgeagaca

aatgtggace

720

780

840

200

260
1020
10€0
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1300
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640



agagagacac
atccggatca
atattgatga
accaggetga
atggcattee
ctgacggega
acategatga
agatgattee
atcagggtas
atgagtttaa
actatgctgg
agcaagteac
tttectgtgaa
ggoacacagy
getggaaaga
ttagagtggt
aaacctatge
ctgacetgaa
cat=aaccaa
cacttctect
gasctgocte
aagacatett
getteagttyg
gaggcecatot
teactagaat
ggccaaagea
aactgttaca
catgatgetg
gaaagggaga
ctgcagtgge
ttgeetggte

ggasaatagg

tgatatggat
gctggactet
agatggccac
coatgacaas
tgatgacaag
tggtegaggt
catetgtect
tetggacece
agaactcgtc
tgetgtggac
atttgtettt
ccagtcoetac
agttgtaaac
asacacecet
tttecacegae
gatgtatgsa
tggtggtaga
atacgaatgt
tgctggtatt
tggcttectt
aagaaaatge
ccaageatat
ggaaggtgec
ctgagcagtg
tagcaaacaa
ctaaggggayg
tgtteggtac
actggegtta
caaagactygy
cagaattagg
acattgaaat

aaaacctace
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gyggttggag
gactcagacc
cagaacaate
gatggeaagqg
gacaactgca
gatgoctgea
gagaatgttyg
amagggqacat
cagactgtca
ttocagtggea
ggctaccagt
tgggacacca
tocaccacag
ggecaggtge
tacagatgge
gggaagaaaa
ctagggttgt
agagqatecect
gcaccttotg
cttttetgtyg
agttttcaaa
aaacaattge
cattccacte
gactcaaaag
aaccacecty
gqyegeoatace
taagtoattt
getgattaac
ctietggact
gaatcagaat
tggtggette

atctcagtga

atcagtgtga
gcattggaga
tggacaactg
gagatgoctg
gacteghgee
aagatgattt
asatcagtga
¢ccaaaatga
actgtgatce
cottetteat
ccageagecqg
accecacgag
ggcctggoga
gqeaccotgty
gteteagoea
tcatggctga
titgtettete
aateatcaaa
gaactatggg
cttgcatcag
aacagastoa
tttggtttec
tgcctitgte
catttteagy
acatectoct
agagacgatt
toaggggatt
ccatgtaaat
teckecctga
caaaccagtyg
attotagatg

geaccagetyg

29

caattgecce
tacctgtgac
toectatgtg
tgaccacgat
caatceocgac
tgaccatgac
gacegattte
ccctaactgy
tggactecget
caacacogaa
cttttatgtt
ggctcaggga
goacctgegy
goatgaceot
saggecaaaq
ctcaggacce
tcaagaaaty
ttgttgatty
cttgagaaaa
tgtggactcc
geatteages
ttttgaaaaa
acagagcagy
catgtcagay
tsaggaacac
gtatgaagas
gaaagactat
aggcacttaa
teoccaccet
taaggcagtg
tagettgtge

cetegecaaag

ttggaacaca
aacaatcagg
cccaatgeca
gatgacaacg
cagaaggact
agtgtgecay
cgeagatteon
gttgtacgee
gtaggttatg
agggacgatg
gtgatgtgga
tactegggee
aacgecochgt
egteacatag
acgggtttea
atctatgata
gtgttettet
azagastgat
ccéccaggaﬁ
tagaacgtgc
tecaatgaat
goatcetactt
gtgetattgt
aagggaggac
ggggageaga
astatggagg
tgctggattt
atagaagcag
tacteatoac
ctggetgeca
agatgtagea

gaggggeage

2700
2760
2820
2380
2940
3000
3060
3129
3189
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4440

4500

4560



10

<210>42
<211> 31

cgtgcttata
ccttttctet
atttttttta
getgaaggat
agagtcticg
aaatttagge
tettgeaagqa
agtggatgtt
tatceatttg
cceceatecet
tttecaaaag
ttgtgtgact
ttaaagectac
aagtattace
ttttttotat
tggaatagat
cctgtagagt
ggttttttet
ttttactatt
cattttacat

caataaatca

62

<212> ADN
<213> genoma humano

<400> 42

gggececaga
agccatgaaa
cagtgggaac

gagtgcacac

ctetectect
ctgtgatgac
toccaacage

gaagaagcge

tttttatggt
tttttoctga
aatgetttac
tatteatgga
tgactgtaag
ttecatacgga
acageacaaq
atgggattet
caaatgtttt
tgtgeatatt
agaaaaaaét
gagtaaagaa
tgtagtacct
aataaggaas
catectggtat
atctcagatt
tagtatttet
tttttttgtt
tgccaatace
tetaaageag

tatggaaatt

catgeggtga
goccaccaca
cotgecateo
ttcottectgg
gbtcttcteca
atggactece
cccagtgeac

atetttgeag

ES 2525255713

tacaatggea
attatecatgg
gatgtaaaat
acaggaagaa
attgtaaata
aagtgtttga
gqasaatcagh
thttttotat
aaattgeaaa
tecagggaga
gacaaaaggt
trettggate
aazaagtcag
tageattgaa
aceattgett
gtgtagatat
atttttatat
ttgttttttt
tttttctagg
tgtaagttgt

tatatttata

tectcagggca
aggagatggt
tgccagagaa
agatagaagg
agccecatgga
coccagtetoe
agetggecaa

ccgtgtctga

caaaattatt
agtttictaa
atttabttitt
gegtaaagae
cagattattt
gageaagtag
ctaataaget
gttttatett
gasagecatq
aggaaageat
gaaacttaca
aageggasag
tgttgtacat
atgttaaata
tatttttata
getatttaaa
aatgtttgea
tttttttttt
aatgtgettt
atattactgt

daaaaaaaaa

agggttgeca
geeteteatg
gaggccggeg
gtttgaaécc
ttccaacate
tcaggatgat
ggaagageag

gggetgegtyg

30

atcaacetaa
ttectetettt
tacttattet
tatccatgte
attaactetyg
ttgacattta
getetgeeee
tteaaqtgga
aggtcttcaa
atacactttt
tacaaatatt
agtttaagtg
agcataaaaa
caatttotga
aattatttte
taatttatca
cactgaattg
ttttgetttt
tttttgtaca
ttettatgta

aaaaaazaaa

cgacoacesa
ggcaagagag
gagatcaceco
aaceccacay
cggcagtgea
gtgacagaga
aggaggaaaa

gaggagttgyg

ctaaaacatt
tggaatgtag
ggaagatetg
atetttgttyg
ttetgectgg
tecagecaaate
ttgtgetcag
attagttqgt
tactgtttta
ttettteatt
acotoatttyg
tetaacaaac
ctcetgeagag
aagttatgtt
tecattgecat
ggaaatactg
aagaattgtt
gaccteceat
catttttate
caaggaacaa

aanaaaaaaa

gaaccteace
ttgetgeecac
cCacaaagaa
ttgecaagqac
tetetggtaa
ccccatocaa
agaggegget

tagagttget

4620
41680
4749
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760

5820

&0
120
180
240
300
360
420

480



ggtggagetyg
geacaagety
caaceccaac
cctgggeagg
gaacategee
cgacgtcaac
ctactteggt
getgetgatyg
cetteacgee
catgtaggac
ugatggecte
catccteagt
ctgggegtac
ggacaactca
getgacecty
catgttcttt
gtactacege
ggggtggctg
gaaagagqggc
tgootggtte
gtagttgttt
ggogasaatey
ccagaaggte
tggatttgga
cagctectae
gggtgacectg
cacotatgte
gactgtggag
catctiggag
gotgtgeaaa
gactgaatgy
agattteaae

tgaagaagte

caggagettt
acggectcoeg
accaaggaga
ttcatcaacg
atcgagegge
gcgcacgeca
gagacgeace
gageacgago
ctggtgaceyg
atgatectae
acgeegetge
cgtgagatca
ggaccegtgt
gtgctygaaa
gageogetge
ctgtecttet
ceocgggagy
cagctoctag
attgecatet
cactttgtot
gactagaaag
atctactata
attttgeoatg
gragecttgy
ggcagcttea
aacatccage
atocteacct
aacgtcteca
tttgagaaaa
gtggecgagg
aagacgeacg
aaaatacaaqg

gaggaattee
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gcagdedged
acacggggaa
tagtgeggat
ccgagtacac
ggcaggggga
agggggcctt
tggecctgge
agacggacat
tggccgagga
tgcggagtgg
agctggeege
aggagaageg
catectecet
tcactgtets
acacgetget
gcecttttattt
aggaggcocat
ggaggatgtt
teoctgotgag
tttttateoa
agtacetege
cgeggggttt
atgttotgaa
cctegetgat
gegacgoagt
agaactcoeaa
ttgttoctect
aggagagcga
tgttaccaga
atgatttesg
totocttast
attettoecag

cggaaaccte

ccatgatgay
gacctgoctyg
cetgctigee
agaggaggcc
catrgeagee
cttcaaccco
ageatgoace
cacctegegg
cticaagacy
caactgggay
caagatgggc
getacggage
ctacgaccte
caacaccaas
goatatgaag
cttctacaac
caogracead
tgtgctecato
accctoggat
agotgtgett
ctgactegtg
ccagteozty
gttottgttt
egagaagtgt
getggascte
gtatcecatt
cctcaacatg
acgcatetgy
atggetgagy
actgtgtttg
taacgaagac
gaasaasage

ggtgtagaag

31

gatgtgectg
atganggect
tttgctgaag
tatgaagggc
ctgeteateg
aagtaccaac
aaccageoeg
gactcacgag
cagaatgact
ctggagacca
aaggaeggaga
ctgtecagga
aécaacgtgg
atcgacaace
tggaagaagt
atcaccctga
ttggecotga
tgggecat gt
ctgeagteoca
gtgatactgt
otggeeatgg
ggecatgtaca
gtatatatcg
cocaaagaca
ttcaagectea
ctetttctgt
ctcattgete
cgcectgoaga
ageagattee
cggatcaatg
ceggggecty
aaaaccacte

cggaacccag

acttocetcat
tgttaaacat
agaacgacat
agacggcegcht
cegoeggegae
acgaaggctt
agattgtgea
gcaacaacat
ttgtgaagey
etoguaacaa
toctgaagta
agtteoacega
acaccaccac
ggcatgagat
ttgecaageca
cectagtete
cgeacaagat
geatatotagt

tectetegga

ctgtettett

aegctgggetg
gegteatgat
tgtttttget
acaaggacty
ccataggect
tococtgetcat
tgatgggcga
gagccaggac
ggatgggaga
aggtgaagtg
taagacgaac
teaatgeatt

agetggtgtyg

540
600
660
720
780
840
900
260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2480



cgegtgeget
gatggtggag
gtgggtgtet
tgttacttgg
cteoctgaagt
agatggatgg
geccagettee
actgggttge
aggtaagcté
ccttogggga
ctgtctcaag

acggaaaaga

gtetggeget
tocggetetyg
gaactgaggg
caaacagetg
ceegggtgaa
cgggaaaggg
cocgteagee
ctgaattigt
gatatectgg
aaaggagace
ctgagagatg

catttcagtt
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geaggeggag
ctggectaga
geagtitgtca
gtgtaaacect
gectetggtt
gcagecagtet
ccaaceccag
gggagacceg
gggaggaggg
atccttggag
tttttagtag

gagaatgaaa

teacegacte
ageagagtyge
atttgtotga
acagccagea
ttaccaattg
tgaggagcag
cccacacatt
tgatoocata
gaatgegcte
tgaacgtcece
cagaattaac

attactacaa

32

tgtgcagaga
acectegtge
gtgggaaaca
geagtctgga
caggtogget
ggagaggagt
gtaccatete
ccagagtgtg
tggaaacace
ctgacaccee
acagggtttt

tg

ggctttgagg
teagbtgetea
teoctggattt
gectgggage
tggetgggag
ctttoctoct
ttotgetgtg
cgggggacgyg
cttocggaac
aaggttcaaa

aacttgcaat

2520
2580
2640
2700
2760
2820
28380
2940
3000
3060
3120

316z
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un oligonucleétido bicatenario elegido entre la pareja (SEC ID N° 1 y SEC ID N¢ 2), la pareja (SEC ID N®
21 y SEC ID N® 22), la pareja (SEC ID N 3 y SEC ID N? 4), o la pareja (SEC ID N° 23 y SEC ID N® 24), para la
fabricacién de un farmaco para la prevencion o el tratamiento de tumores primarios o tumores invasivos o
metastasicos.

2. Uso de un producto que contiene o consiste en:

- al menos un oligonucleétido bicatenario definido anteriormente en la reivindicacion 1,
- al menos un agente anti-angiogénico y/o un agente anti-tumoral,

para la fabricacién de un producto de combinacién para un uso simultaneo, separado o propagado en el tiempo para
la prevencion o el tratamiento de tumores primarios o tumores invasivos o metastasicos.

3. Oligonucleoétido bicatenario para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o producto para su uso de acuerdo con
la reivindicacién 2, en el que el farmaco se combina con una terapia anti-tumoral, tal como radioterapia o
quimioterapia.

4. Oligonucleoétido bicatenario para su uso o producto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el
tumor primario o el tumor invasivo o metastasico es un tumor sélido o un tumor linfoproliferativo, en el que el tumor
solido es tumor de préstata, un tumor de higado, adenomas hepaticos, hiperplasia nodular focal, un tumor cerebral
tal como glioma, un tumor de mama, un tumor de rifién, un tumor de pulmén tal como carcinoma pulmonar no
microcitico, carcinoma pulmonar microcitico, blastoma pleuropulmonar y tumor carcinoide, un tumor 6seo tal como
osteoma, osteocondroma, quiste 6seo por aneurisma, y displasia fibrosa, osteosarcoma, condrosarcoma, sarcoma
de Ewing, histiocitoma fibroso maligno, fibrosarcoma, un céancer de estémago, un tumor de colon, un tumor de
intestino delgado, un tumor esofagico, un tumor pancreatico, un sarcoma, un tumor cervical, un tumor de vesicula
biliar, un melanoma, y en el que el tumor linfoproliferativo es leucemia, linfoma, o un mieloma mdltiple.

5. Composicién farmacéutica, que comprende como sustancia activa, al menos un oligonucleétido bicatenario
elegido entre las siguientes parejas que consisten en (SEC ID N2 1 y SEC ID N¢ 2); (SEC ID N2 3 y SEC ID N 4);
(SEC ID N2 21 y SEC ID N° 22); (SEC ID N° 23 y SEC ID N® 24), en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

6. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que la sustancia activa se formula para la
administracion a una dosis en el intervalo de 0,05 a 50 mg/kg, en particular de 0,1 a 20 mg/kg.

7. Composicion farmacéutica que comprende, como sustancia activa, un producto que contiene o consiste en:

- al menos un oligonucle6tido bicatenario definido anteriormente en la reivindicacion 1,
- al menos un agente anti-angiogénico, y/o un agente anti-tumoral,

como producto de combinacion para un uso simultaneo, separado o propagado en el tiempo.

8. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que el agente anti-angiogénico se elige entre
el grupo que comprende Cilengitida, Vandetanib, Lenalidomida, Talidomida, Triéxido Arsénico, Bevacizumab, anti-
VEGFR-1, anti-VEGFR-2, anti-PDGFR, anti-FMS-FLT-3, anti-TK1.

9. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 8, en la que el agente anti-tumoral se elige entre el
grupo que comprende agentes alquilantes, tales como Bendamustina, Temozolomida, Mecloretamina,
Ciclofosfamida, Carmustina, Cis-platino, Busulfan, Tiotepa, o Decarbazina, agentes anti-metabolito, tales como
Pentostatina, Metotrexato, Pemetrexed, Floxuridina, Fluorouracilo, Citaraina, Mercaptopurina o Tiguanina,
antibidticos citotoxicos tales como Rubitecan, Mitomicina C, Daunorrubicina, Doxorrubicina, Bleomicina, Plicamicina,
Mitoxantrona HCI, u Oxaliplatino, derivados vegetales, tales como Vinorelbina, BMS 184476, sulfato de Vincristina,
Vinblastina, Docetaxel taxol.

10. Secuencia oligonucleotidica elegida entre las siguientes secuencias: SEC ID N° 1, SEC ID N? 2, SEC ID N? 3,
SEC ID N24, SEC ID N221, SEC ID N2 22, SEC ID N2 23, SEC ID N¢ 24,

11. Oligonucledétidos bicatenarios elegidos entre las siguientes parejas que consisten en (SEC ID N2 1 y SEC ID N¢®
2); (SECIDN23y SEC ID N2 4); (SEC ID N2 21y SEC ID N2 22); (SEC ID N° 23 y SEC ID N® 24).
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