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DESCRIPCION
Constructos de ARNsi multicistrénico para inhibir tumores
Antecedentes

La progresion tumoral implica la modulacién de la adhesién de células tumorales durante la migracién y la
degradacion celular de la matriz extracelular (ECM) durante la invasion tisular. Un balance complejo de proteasas,
sus activadores y sus inhibidores, regula ambos procesos durante la invasidon tumoral. Las serina proteinasas,
metaloproteasas y cisteina proteinasas son tres clases de proteinasas que degradan la ECM. El activador del
plasminégeno de uroquinasa (uPA) inicia una cascada de proteasas que pueden degradar la mayoria de los
componentes de la matriz y de la membrana basal e interfieren con las interacciones de célula-célula y célula-matriz.
El uPA, unido a su receptor de la superficie celular, el receptor del activador de plasminégeno de uroquinasa (uPAR),
es un participante de la degradacion de la ECM, tal como se demuestra mediante un aumento de la activacion del
plasminégeno varias veces, uPA también activa varios factores de crecimiento después de la degradacion de
componentes de la ECM. La unién de uPA con su receptor uPAR activa moléculas de sefializacion corriente abajo a
través de una serie de rutas, que incluyen las proteina quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y sefializan
transductor y activador de rutas de transcripcion (Stat).

El reciente discernimiento del ARN de interferencia (ARNi) ha abierto nuevas vias en la terapia para el cancer. El
ARNi es un mecanismo de silenciamiento genético posterior a la transcripcion, especifico de secuencia que se ve
influido a través de moléculas de ARN bicatenario homologarse a la secuencia del gen diana.

El ARN de interferencia (ARNi) es un mecanismo de silenciamiento genético posterior a la transcripcién, especifico
de secuencia, que se acciona con el ARN bicatenario (ARNds) y provoca la degradacion del ARNm con una
secuencia homologa a la del ARNds. El ARNi depende de la formacién del ARN bicatenario (ARNds) cuya hebra
antisentido es complementaria con la del transcrito de un gen dirigido. La inhibicion del ARNi especifica de
secuencia también se puede inducir en células de mamifero. En una realizacién de ARNi, la degradacién selectiva
de los ARNm diana en células de mamifero se consiguié mediante transfeccion con los ARN de interferencia cortos,
bicatenarios (los ARNSsi), que conduce a una degradacion de la diana rapida y eficaz. Se mostr6 que estos ARNSsi
evitaban los efectos no especificos, bien documentados desencadenados por los ARN bicatenarios mas largos en
células de mamifero.

El cancer de préstata es la segunda neoplasia mas comun en los hombres americanos, con calculos de 230.110
nuevos casos y aproximadamente 30.000 muertes en 2004. Como tal, el cancer de préstata plantea un problema de
salud publica principal en Estados Unidos y en todo el mundo. En la actualidad, el cancer de prostata metastasico es
incurable y por ultimo reivindica la vida de los pacientes. Un factor en la gravedad relativa del cancer de prostata es
la capacidad de invasién de las células tumorales componentes que causan las metastasis. La naturaleza invasiva
de las células tumorales es una caracteriza de la metastasis del cancer. La invasién de células tumorales y la
metastasis son procesos complejos con tres estadios importantes: adhesion de células malignas (neoplasicas) a la
matriz extracelular, digestion de la matriz para liberar células de la masa del tumor primario, y migraciéon de las
células tumorales a dianas secundarias.

El glioblastoma multiforme (GBM) es una neoplasia del sistema nervioso central primario altamente maligna, que es
altamente resistente a la terapia. Una propiedad que hace que el glioblastoma sea resistente al tratamiento es la
tendencia de las células tumorales a invadir el tejido de un cerebro normal. La terapia que afecta al tejido del cerebro
normal, no es aceptable. Por lo tanto, se considera que la capacidad de invasion es un determinante principal del
comportamiento maligno de los gliomas humanos. La invasién de una sola célula difusa, que se produce en todos
los tumores de la glia independientemente del grado histolégico, se define como una translocacién de células
neoplasicas a través de barreras celulares y ECM del hospedador. Los gliomas malignos expresan niveles mas
elevados de uPA, uPAR y MMP-9 en comparacion con el tejido de cerebro normal.

Las MMP aumentan la invasion de células tumorales mediante la degradacion de proteinas de la matriz extracelular,
activando cascadas de transduccién de sefiales que estimula la motilidad y que activan factores de crecimiento, tales
como factor 3 de crecimiento transformante, que estan implicados en la motilidad del GBM. La expresion de las
gelatinasas MMP-2 y MMP-9 se correlaciona con los potenciales invasivos y metastasicos de diversos canceres, que
incluyen gliomas. Los niveles de MMP-9 se correlacionaban en gran medida con el grado histolégico de la neoplasia
del trastorno maligno, glioma. La MMP-9 es relevante en la morfogénesis de células endoteliales y la formacién de
capilares en cocultivos gliales/endoteliales in vitro. Las MMP también regulan la angiogénesis tumoral y podrian ser
necesarias para el ’intercambio angiogénico’ que se produce durante la neovascularizaciéon tumoral.

La actividad proteolitica de la catepsina B, una cisteina proteasa, implica la degradacién directa de las proteinas de
la ECM, incluyendo fibronectina, colageno de tipos | y IV y laminina. La Catepsina B también activa indirectamente
otras enzimas implicadas en la cascada proteolitica que media la degradacién de ECM, incluyendo
metaloproteinasas y activador de plasmindégeno de uroquinasa tanto soluble como unido a receptor (UPA). Ademas,
se ha sugerido que la catepsina B aumenta la actividad de MMP mediante la inactivacion de inhibidores tisulares de
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metaloproteinasas de matriz (TIMP). Por lo tanto, la catepsina B podria ser un regulador corriente arriba importante
en la activacion de pro-uPA/plasmindgeno y las pro-MMP. También se ha mostrado que la Catepsina B contribuye a
la apoptosis causando la liberacién de citocromo ¢ y activacion de caspasa 9 y 3 (sucesos fundamentales en la ruta
mitocondrial de la apoptosis). El aumento de la expresiéon de catepsina B y las reducciones en sus niveles
inhibidores se asociaron con crecimiento tumoral, vascularizacion, invasion y metastasis en diversos canceres.

Se desea el desarrollo de moléculas de ARNsi que se dirigen a una pluralidad de genes implicados en tumores para
desarrollar composiciones terapéuticas.

Lakka S: et al., PROCEEDINGS OF THE ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER
RESEARCH, AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, US, vol. 44, 1 de julio de 2003 (01-07-2003),
pagina 650, XP001525366, ISSN: 0197-016X es un resumen de la reunién con respecto a los efectos de la
"degradacion de ARN diana mediado por ARNsi de uPAR y MMP-9 en lineas celulares de glioma humano". LAKKA
SAJANI S ET AL.: "Synergistic down-regulation of urokinase plasminogen activator receptor and matrix
metalloproteinase-9 in SNB19 glioblastoma cells efficiently inhibits glioma cell invasion, angiogenesis, and tumor
growth.", CANCER RESEARCH, vol. 63, n° 10, 15 de mayo de 2003 (15-05-2003), paginas 2454-2461,
XP002608814, ISSN: 0008-5472) se refiere a la eficacia de la expresion mediada por adenovirus de uPAR y MMP-9
antisentido en la inhibicion de la invasion y crecimiento tumoral in vitro e in vivo. CHRISTOPHER S GONDI ET AL:
"Downregulation of uPA, uPAR and MMP-9 using small, interfering, hairpin RNA (siRNA) inhibits glioma cell invasion,
angiogenesis and tumor growth" NEURON GLIA BIOLOGY,, vol. 1, n° 2, 25 de octubre del 2004 (25-10-2004),
pagina 176, XP002543013 ISSN: 1740-925X doi: 1 0.1017/S 1740925X04000237 describe un constructo tricistronico
y describe que MMP-9, uPAR y uPA desempefian un papel en la invasion y crecimiento tumoral de glioma.

Sumario
La invencion se define en las reivindicaciones.

La invencién se refiere a un constructo de ARN de interferencia corto bicistronico que comprende una primera
secuencia autocomplementaria de receptor del activador de plasminégeno de tipo uroquinasa (UPAR) y una segunda
secuencia autocomplementaria de metaloproteasa de la matriz tipo 9 (MMP-9) y una secuencia de intervencion entre
la primera y la segunda secuencias autocomplementarias de aproximadamente 22-68 pares de bases.

La primera secuencia autocomplementaria incluye una secuencia de nucleétidos del receptor del activador de
plasminégeno de tipo uroquinasa (UPAR) y la segunda secuencia autocomplementaria comprende una secuencia de
nucleoétidos de metaloproteasa de la matriz tipo 9 (MMP-9). Una secuencia autocomplementaria de uPAR es
CTACAGCAGTGGAGAGCGATT-lazo- AATCGCTCTCCACTGCTGTAG y una secuencia autocomplementaria de
MMP-9 es CAAGTGGCACCACCACAACAA-lazo-TTGTTGTGGT-GGTGCCACTTG y el lazo incluye
aproximadamente 9 nucleétidos que son deficientes en GC. Una secuencia de lazo adecuada incluye una secuencia
de nucleétidos ATATATAAT. Las secuencias autocomplementarias de uPAR y MMP-9 por lo general se separan con
una secuencia de intervencién con una longitud de aproximadamente 22-35 pares de bases. Una secuencia de
intervencion es GATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT GCTGG AATT. El constructo de uPAR-MMP-9 es un
acido nucleico circular o uno lineal.

Una secuencia autocomplementaria de uPAR es CTACAGCAGTGGAGAGCGATT-lazo- AATCGCTCTCCACT-
GCTGTAG; y una secuencia autocomplementaria de MMP-9 es CAAGTGGCACCACCACAACAA-lazo-
TTGTTGTGGT-GGTGCCACTTG. El lazo incluye aproximadamente 9 nucleétidos que son deficientes en GC. La
secuencia de lazo incluye una secuencia de nucle6tidos ATATATAAT. Las secuencias autocomplementarias de
uPAR y MMP-9 por lo general se separan con una secuencia de intervencion con una longitud de aproximadamente
22-68 pares de bases. Una secuencia de intervencion es GATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGT-GT GCTGG
AATTC TGCAGATATC CATCACACTG GCGGCCGC TCGA.

Se desvela un método para inhibir tumores, método que incluye las etapas de:
(a) administrar un constructo multicistronico de ARN de interferencia corto; y

(b) reducir la expresion de una pluralidad de genes expresados en tumores, inhibiendo de ese modo la formacion
o crecimiento de tumores, y la reversion de tumores que ya existen.

Se desvela un método para usar un constructo multicistronico de formacién corto o de ARN de interferencia que se
dirige, por ejemplo, al receptor del activador de plasmindégeno de tipo uroquinasa (UPAR) y al activador de
plasminégeno de tipo uroquinasa (uPA), reduciendo de este modo la expresion de uPAR y uPA e inhibiendo
tumores. El constructo multicistronico de ARN de interferencia corto incluye una secuencia de nucledtidos
TGAGAGCCCTGCTGGCGCGCC-lazo-GGCGCGCCAGCAGGGCTCTCA-secuencia de intervencion-
CTACAGCAGTGGAGAGCGATT-lazo-AATCGCTCTCCACTGCTGTAG. Ofra expresion para "secuencia de
intervencion" es un "espaciador”. Un tumor se inhibe mediante la reduccién de al menos uno de proliferacion de
células tumorales, invasion de células tumorales, migracion de células tumorales y angiogénesis. Algunos tumores
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incluyen cancer de préstata, glioma, cancer de mama, y melanoma. El constructo se administra a través de un vector
viral o se administra mediante administracion directa o mediante cualquier método adecuado conocido por los
expertos en la materia.

Un método para usar un constructo multicistronico de ARN de interferencia corto también se puede dirigir al receptor
del activador de plasminégeno de tipo uroquinasa (UPAR) y a la metaloproteasa de la matriz tipo 9 (MMP-9),
reduciendo de ese modo la expresion de uPAR y MMP-9 e inhibiendo tumores. El constructo multicistronico de ARN
de interferencia corto incluye una secuencia de nucledtidos CTACAG-CAGTGGAGAGCGATT-lazo-
AATCGCTCTCCACTGCTGTAG-spacer-CAAGTGGCACCACCACAACAA-lazo-TT-GTTGTGGTGGTGCCACTTG. El
tumor se inhibe mediante la reduccién de al menos uno de proliferacion de células tumorales, invasion de células
tumorales, migracion de células tumorales y angiogénesis. Algunos tumores incluyen cancer de prostata, glioma,
cancer de mama, y melanoma. El constructo se administra a través de un vector viral o se administra mediante
administracion directa o mediante cualquier método adecuado conocido por los expertos en la materia.

Se desvela un método para inhibir tumores, que incluye las etapas de:

(a) administrar un constructo multicistrénico dirigido a al menos uno de uPA, uPAR, MMP-9 y CB; y
(b) reducir la expresién de al menos uno de uPA, uPAR, MMP-9 y CB, inhibiendo de ese modo tumores.

Una molécula de ARN de interferencia corto incluye moléculas de ARN dirigidas a:

(a) receptor del activador de plasminégeno de tipo uroquinasa (UPAR) y metaloproteasa de la matriz tipo 9
(MMP-9), que incluye una secuencia de acidos nucleicos CUACAGCAGUGGAGAGCGAUU-lazo-
AAUCGCUCUCCACUGCUGUAG-espaciador-CAAGUGGCACCACCACAACAA-lazo-
UUGUUGUGGUGGUGCCACUUG.

En el presente documento se desvela una célula recombinante transformada con el constructo de uPAR-MMP-9 que
se reivindica.

En el presente documento se desvela un virus recombinante transformado con el constructo de uPAR-MMP-9 que se
reivindica.

Abreviaturas

uPA se refiere a activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa; uPAR se refiere a receptor del activador de
plasminégeno de tipo uroquinasa; MMP-9 se refiere a metaloproteasa de la matriz tipo 9; CB se refiere a catepsina
B; CMV se refiere a citomegalovirus; SV40 se refiere a tipo 40 de virus de simio; GFP se refiere a proteina
fluorescente de color verde; ECM se refiere a matriz extracelular; ARNsi se refiere a ARN de interferencia corto;
ARNsh se refiere a ARN de horquilla corto; ARNi se refiere a ARN de interferencia.

Breve descripcién de las figuras

La FIG. 1 muestra que los niveles de expresion de las proteinas uPA y uPAR y la actividad de uPA se
correlacionan con el potencial invasivo de las lineas celulares de cancer de préstata humana. La expresion
endogena de las proteinas uPA y uPAR se examiné con andlisis de inmunotransferencia de proteina celular total
aislada a partir de las siguientes lineas celulares de cancer de prostata: LNCaP, DU145 y PC3. Cantidades
iguales de proteina aislada de extractos celulares de las tres lineas celulares se sometieron a
inmunotransferencia con anticuerpos anti-uPA, anti-uPAR y anti-GAPDH. El GAPDH se usé como un control de
carga (A). La actividad de uPA en lineas celulares de cancer de préstata se evalué con zimografia de fibrina.
Cantidades iguales de proteina de células cancerigenas de préstata en medios sin suero se separaron con SDS-
PAGE en geles al 10 % que contenian fibrindgeno y plasminégeno en condiciones no reductoras. Después de
intercambio de SDS con lavado con Triton X-100, el gel se incubd en tampén de glicina (0,1 M, pH 8,0). La
actividad fibrinolitica se detecté en forma de bandas de lisis transparentes después de tincién con negro de
amido y posterior eliminacion de tincion con metanol-acido acético (B).

La comparacién de los potenciales invasivos in vitro de lineas celulares de cancer de préstata (C). Los ensayos
de invasion se realizaron en camaras Transwell de 12 posibles que contenian filtros de policarbonato con poros
de 12 um revestidos con Matrigel. Las células que se habian pasado a la superficie inferior de los filtros se
tiferon y se realizaron fotografias en microscopio con un aumento de 200X (C). Se hizo recuento de la invasion
celular a través del Matrigel con un microscopio en tres campos aleatorios con un aumento de 200X. Cada
/representa la media £ DT de los tres campos en los que las diferencias significativas de las células LNCaP bajas
0 no metastasicos, que presentaban expresion indetectable de proteinas uPA y uPAR, se representan con
asteriscos * (P < 0,05) (D).

La FIG. 2 muestra que la genosupresion del ARNi de expresion de uPA y uPAR en la linea de células PC3 de
cancer de prostata. Representacion esquematica del constructo del plasmido sh-uPAuPAR (A). El constructo
consiste en un promotor de CMV humano y secuencias homologas dirigidas frente a uPA y uPAR. Después de la
expresion, el promotor de CMV fuerte conduce la formaciéon de moléculas de horquilla corta especificas para uPA
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y UPAR. La secuencia de poli adenilacién de hormona de crecimiento bovino (BGH) sirve como una sefial
determinacion del promotor de CMV basada en ARN pol II. Dicer/Drosha procesa el ARNsh especifico para uPA
y UPAR y las moléculas de ARNSsi resultantes interactian con los genes diana de uPA y uPAR. Esta interaccién
da como resultado la genosupresion simultanea de la expresion genética de uPA y uPAR. Transcripcion inversa
semicuantitativa-PCR de ARN extraidos de células PC3 transfectadas con ARNsh (B). EI ARNm de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se co amplific6 como un control. Inmunotransferencia de
lisados de proteinas totales extraidos de células PC3 transfectadas con ARNsh (C). Ambas bandas de uPA y
uPAR estan presentes en células tras décadas con simulado, EV y SV. Por consiguiente, cada calle de ARNsh
especificas del gen muestra una disminucion significativa de la banda apropiada. La GAPDH se incluyé como un
control de carga. Los niveles de expresion de proteinas uPA y uPAR también se detectaron usando
inmunofluorescencia indirecta en células PC3. Las células PC3 transfectadas con las células EV, SV y simuladas
se tifieron de forma positiva para deteccion de inmunofluorescencia de uPA (FITC) y uPAR (Rojo Texas) (D). Las
células transfectadas con ARNsh especifico de genes cambiaron basicamente los perfiles de tincion celular de
uPA y uPAR en comparacion con células transfectadas con EV/SV disimuladas. La contratinciéon nuclear se
obtuvo con DAPI. (Los resultados son representativos de al menos tres experimentos separados).

La FIG. 3 muestra que la genosupresion del ARNi de la expresiéon de uPA y uPAR inhibe el potencial invasivo de
las células PC3. El potencial invasivo de las células simuladas y de las células transfectadas con los plasmidos
de ARNsh indicados se examinaron mediante el ensayo de invasion con Matrigel (campo visual representativo de
un experimento) (A). Los ensayos de invasion se realizaron como se describe en el presente documento (véase
la FIG. 1C). Se hizo el recuento del numero representativo de células invasivas a través del matrigel con
microscopio en tres campos aleatorios a 200X (B). Cada /representa la DT media de los tres campos a los que
se hizo recuento. La diferencia significativa de los controles (es decir, células simuladas o transfectadas con
vector codificado) se indica con asteriscos * (P < 0,05).

La FIG. 4 ilustra que la genosupresion del ARNi de la expresion de uPA y uPAR inhibe la proliferacién celular e
induce apoptosis en células PC3. La viabilidad de las células PC3 transfectadas con cualquiera de plasmidos o
controles de ARNsh especificos de genes (células simuladas o transfectadas con EV/SV) se revelé con el
ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (A). Cada barra representa analisis por
triplicado de DT media en los que la diferencia significativa de los controles se representa con un asterisco *(P <
0,05). Las inmunotransferencias representativas muestran cambios en la expresion genética proapoptética en
células PC3 genosuprimidas para uPA-uPAR (B). EIl GAPDH se us6 como un control de carga. La activaciéon de
la caspasa se detectd in situ con marcado con fluorescencia (panel inferior) usando FAM-VAD-FAK, un inhibidor
de caspasa permeable celular que se une a caspasas activadas (C). La tincidén nuclear se realizé con DAPI
(panel superior). Un nimero significativo de células transfectadas con sh-uPAUPAR presentan fluorescencia de
color verde. El diagrama de barras muestra datos cuantitativos de la proporcion de células marcadas con
DAPI/FMK-VAD-FAK de tres campos aleatorios con un microscopio confocal (D). La proporcién de DAPI to FMK-
VAD-FAK aumenté de forma significativa en células transfectadas con sh-uPAuPAR. Las diferencias
significativas de las células simuladas o transfectadas con EV/SV se indican con asteriscos * (P < 0,05). Se
observo marcado de ADN en células transfectadas con ARNsh de uPA-uPAR y células tratadas con actinomicina
D (ActD, 0,2 g/ml) (E). Un gel de agarosa se tifid con bromuro de etidio y se fotografié con luz UV. Los
marcadores de ADN se sometieron a electroforesis como una referencia de pares de kilobases con patrén de
bandas de 2,0, 1,5, 1,0, 0,75y 0,5 kb (calle M).

La FIG. 5 demuestra que la genosupresion del ARNi de la expresion de uPA y uPAR inhibe la sefalizacion
corriente abajo en células PC3. Analisis de inmunotransferencia de las formas totales y fosforiladas de quinasa
regulada por sefal extracelular (ERK), p38 y JNK en células simuladas y transfectadas con ARNsh (A). Las
células PC3 transfectadas con simulado, EV, SV, sh-uPA, sh-uPAR y sh-uPAuPAR se lisaron 72 h después y se
sometieron a SDS-PAGE seguido de y una transferencia con formas totales y fosforiladas de anticuerpos ERK,
p38 y JNK. Los anticuerpos de GAPDH se usaron para verificar que se cargaban cantidades similares de
proteinas en cada calle. Analisis de inmunotransferencia de proteina Stat 3 en células simuladas y transfectadas
con ARNsh (B). Se cargaron cantidades iguales de proteina y la inmunotransferencia se realizé usando
anticuerpos de Stat 3 fosfo-especificos frente a tirosina 705 y anticuerpos frente a una forma no fosforilada de
Stat 3. La GAPDH se incluyé como un control de carga. Ensayo electroforético de desplazamiento de movilidad
de células simuladas y transfectadas con ARNsh (C). Los complejos de proteina-ADN se separaron en un gel de
poliacrilamida al 6 %, se secaron y se hicieron autorradiografias. Anteriormente se mostré la actividad de union
especifica a ADN de extractos nucleares preparados a partir de las células transfectadas indicadas con ARNsh.
Se muestra la posicién de la sonda libre.

La FIG. 6 muestra que la genosupresion del ARNi de la expresion de uPA-uPAR anula el crecimiento tumoral en
un modelo ortotépico de tumor de préstata en ratén. Fotografias in situ representativas de cada grupo de
tratamiento de ratones que portan tumores ortotdpicos de PC3 (A). El tumor de prostata primario se marca con
flechas discontinuas y las flechas soélidas indican la posicion de la metastasis. Las células PC3 se trasplantaron
por via intraprostatica en ratones atimicos y los tumores de préstata de PC3 establecidos se trataron con ARNsh
especifico para uPA, uPAR y uPAuPAR. Después de 4 semanas del tratamiento de estos constructos, los
ratones se sacrificaron y se evaluaron para crecimiento del tumor de prostata primario y metastasis de forma
visual. Una comparacion de tumores de préstata diseccionados de cada grupo de tratamiento de ARNsh (B).
Cada barra representa la DT media del peso tumoral de seis animales por grupo. Las diferencias significativas de
los grupos de control (es decir, simulados o tratados con EV/SV) se representan con asteriscos * (P < 0,05). Las
muestras de proteina extraida de tumores de prostata de PC3 de seis animales por grupos se analizaron usando
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inmunotransferencia para niveles de expresion de uPA y uPAR (C). La GAPDH se incluyé como un control de
carga.

La FIG. 7 demuestra que la genosupresion del ARNi de la expresién de uPA y uPAR anula de forma simultanea
el crecimiento tumoral en un modelo ortotépico de tumor de préstata de raton. Fotografias in situ de cada grupo
de tratamiento de ratones que portan tumores ortotopicos de PC3 (A). El tumor de préstata primario se marca
con flechas discontinuas y las flechas solidas indican la posicion de la metastasis. Las células PC3 se
trasplantaron por via intraprostatica en ratones atimicos y los tumores de préstata de PC3 establecidos se
coinyectaron con los vectores tanto sh-upA como sh-uPAR. Después de 4 emanas del tratamiento de estos
constructos, los ratones se sacrificaron y se evaluaron para crecimiento del tumor de préstata primario y
metastasis de forma visual. Una comparaciéon de tumores de prostata diseccionados de cada grupo de
tratamiento de ARNsh (B). Cada barra representa la DT media del peso tumoral de seis animales por grupo. Las
diferencias significativas de los grupos de control (es decir, simulados o tratados con EV/SV) se representan con
asteriscos * (P < 0,05).

Las muestras de proteina extraida de tumores de préstata de PC3 de seis animales por grupos se analizaron
usando inmunotransferencia para niveles de expresion de uPA y uPAR (C). La GAPDH se incluyé como un
control de carga. Secciones representativas de hematoxilina y eosina de los tumores ortotdpicos de prostata de
raton PC3 (D). Se recogieron tumores de préstata primarios de cada grupo de tratamiento al final del
experimento. Los tumores se fijaron en formalina y se embebieron en parafina. Se prepararon secciones de tejido
(5 m) y se tifieron con H y E para analisis histopatoldgico. Tinciéon con ADN fragEL de secciones de parafina
microdiseccionadas de tumores de préstata establecidos a partir de los grupos de tratamiento indicados (E). Se
realizaron ensayos de marcado de extremo del fragmento de ADN. Los resultados se muestran con un aumento
de 40X excepto para la caja, que tiene un aumento de 200X. Diagrama de barras que muestra datos
cuantitativos de células marcadas con ADN fragEL de seis campos aleatorios por grupo de tratamiento (F). Las
diferencias significativas de los grupos de control se indican con asteriscos * (P < 0,05).

La FIG. 8 muestra una representacion esquematica de la representacion del ARNsi para uPAR y MUMP-9 del
vector pUM. Se desarrollaron constructos del plasmido pcADN 3 con dos repeticiones invertidas
complementarias dirigidas por un promotor de CMV dirigido frente a uPAR y MMPs-9. El promotor de CMV dirige
la formacién de una estructura de horquilla doble que, a su vez, se procesa por el ARN bicatenario que reconoce
la enzima DICER para formar moléculas de ARNSsi viables. La estabilidad de la molécula de horquilla doble se
asegura porque la estructura secundaria de la molécula que recuerda a una molécula de ARNm que tiene una
cola de poli A dirigida por una secuencia de sefial poli-a de hormona de crecimiento bovina (BGH).

La FIG. 9 ilustra si el ARN de horquilla larga (hp) se procesa a ARNSsi; si se transfectar unas moléculas en células
SNB19 con control/EV, SV, puPAR, pMMP-9 y pUM,; si las células también se transfectaron con un constructo sin
relacionar dirigido a células GFP en células distintas de GFP para determinar el procesamiento de las moléculas
de ARNSsi apropiadas. Se permitié que las moléculas pequenas de ARN fraccionadas en un gel de agarosa al 2
% se hibridaran con oligo sentido marcado con DIG apropiado en presencia de 6x SSC. La soluciéon de hibrido
resultante se realiz6 en un gel de poliacrilamida al 15 % y se someti6 a electrotransferencia en una membrana de
nailon. La membrana se procesé para visualizar el hibrido de ADN:ARN de 21 pb de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las sondas usadas se representan como numeros (véase la Tabla 1), 1-suPAR, 2-
sMMP-9 y 3-sGFP (FIG. 9A). Las células SNB19 se transfectaron con control/EV (calle a), SV (calle b), puPAR
(calle c), pMMP-9 (calle d) y pUM (calle e) de acuerdo con protocolos convencionales conocidos por los expertos
en la materia. 72 h mas tarde, el ARN total se aislé y la primera hebra de ADNc se sintetizé6 usando un kit de
sintesis de ADNc (Invitrogen) (FIG. 9B). La reaccion de PCR se preparé usando la primera hebra de ADNc como
el molde para uPAR y Mump-9; la PCR para GAPDH también se preparé para que sirviera como control de carga
(véase la Tabla 1).

La FIG. 10 caracteriza analisis de transferencia de Western para uPAR y zimografia de gelatina para MMP-9. Las
células SNB19 se transfectaron con simulado, un vector vacio/codificado y un vector que codifica ARNSsi
individual o bicistrénico para uPAR y Mump-9 (puPAR, pMMP-9, pUM). (A) Analisis de transferencia de Western
de expresion de proteina uPAR en lisados celulares de células SNB19 transfectadas con EV/SV, puPAR, pMMP-
9 y pUM. El analisis de transferencia de Western se realizé6 usando un anticuerpo especifico para uPAR. La
GAPDH se inundé detecté de forma simultanea para verificar la carga de cantidades similares de lisados
celulares. (B) Medios acondicionados que contienen cantidades iguales de proteina (20 pg) de células
transfectadas de EV/SV, puPAR, pMMP-9 y pUM se mezclaron con tampdn de muestra Laemmli y se realizaron
en geles de SDS-PAGE al 10 % que contenian gelatina al 0,1 % para determinar la actividad de MMP-9 con
zimografia de gelatina.

La FIG. 11 demuestra que la regulacion negativa mediada con ARNi de uPAR y MUMP-9 reduce la proliferacion
de células SNB19 de glioma. En resumen, 5 x 10* células SNB19 transfectadas con EV/SV, puPAR, pMMP-9 y
pCM se sembraron en microplacas de 96 pocillos revestidas con VN en condiciones sin suero. El nimero de
células viables se evalué con ensayo de MTT.

La FIG. 12 ilustra que el ARNi disminuyan los niveles de SPAR y MMP-9 como se muestra con analisis
inmunohistoquimico con y angiogénesis inducida por tumor. (A) Las células SNB19 se transfectaron con EV, SV,
puPAR, pMMP-9 y pUM. También se usaron células de control o sin transfectar. 72 h después de la transfeccion,
las células se mezclaron y se procesaron para visualizar la expresion de uPAR y MMP-9 in vivo. Las células se
montaron usando medios de montaje con DAPI para visualizar el nucleo. (B) Las células SNB19 (2 x 10%) se
sembraron en portaobjetos de camara de 8 pocillos y se transfectaron con simulado EV, puPAR, pMMP-9 y pUM.
Después de 24 h de incubacion, el medio se retird y las células se cocultivaron con 4 x 10* células del endotelio
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dérmico microvascular humano. Después de 72 h, las células endoteliales se investigaron con anticuerpo para
antigeno del factor VIII o se tifieron con H y E y se examinaron con microscopio laser de barrido confocal. (C)
Cuantificacion de la angiogénesis en cultivos transfectados con simulado EV, puPAR, pMMP-9 y vector pUM o
vector pUM. Los valores son la media + D.T. de tres experimentos diferentes. Inhibicion de la angiogénesis
tumoral en vector pUM con ensayo de ventana dorsal de ratén(D). PV, vasculatura existente previamente, TN,
tumor induce vasculatura.

La FIG. 13 demuestra que el ARNsi para uPAR y MMP-9 inhibe la invasion de células SNB 19. Se permitié que
las células SNB19 (1 x 10°) transfectadas con EV/SV, puPAR, pMMP-9 y pUM migraran a través de insertos de
Transwell revestidos con Matrigel (poros de 8 um) durante 24 h. Las células que invadian a través de los insertos
revestidos con Matrigel se tifieron, se hizo recuento y se fotografiaron con microscopia de luz con un aumento de
20X. (A) ElI porcentaje de invasion se cuantificd. Los valores son la media + D.T. de cinco experimentos
diferentes (P < 0,001). Se seleccionaron esferoides de células SNB19 (fluorescencia) de 100-200 pym de
diametro, se transfectaron con EV/SV, puPAR, puMMP-9 y pUM y se cocultivaron con agregados de cerebro de
rata fetal (fluorescencia de color verde). La destruccién progresiva de agregados de cerebro de rata fetal y la
invasion de células SNB19 se observo durante 72 h usando microscopia de barrido laser confocal. (C). Los
volumenes restantes de los agregados de cerebro o esferoides tumorales a las 24, 48 y 72 h se cuantificaron
usando software de analisis de imagenes (D).

La FIG. 14 analiza la regresion mediada por ARNi de agregados intracerebrales establecidos previamente en
crecimiento tumoral. Las células SNB19-GFP de glioblastoma se inyectaron por via intracerebral (2 x 108 células
en 10 pl de solucién salina tamponada con fosfato buffer) en ratones atimicos. Después de 10 dias, se usé
simulado EV, puPAR, pMMP-9 y pUM (150 ug de cada vector se inyectaron en el cerebro usando mini bombas
de Alzet a la tasa de 0,25 pl/h (ocho ratones en cada grupo). Se examinaron secciones de tumor
fotomicrografiadas para fluorescencia con GFP (A) y posteriormente se tifieron con hematoxilina y eosina (B).
Semicuantificacion del volumen tumoral en grupos tratados con EV simulado, puPAR, pMMP-9 y vector pUM
después de 4-6 semanas después de inyeccion intracraneal de estas células (C). Los datos mostrados son
valores de = D.T. de ocho animales de cada grupo. En otro conjunto de experimentos, 10 dias después de
inyeccion intracerebral de células SNB19 GFP, el vector pUM se inyectd por via intraperitoneal dos veces en un
intervalo de 3 dias y los animales se sacrificaron después de 4 meses.

La FIG. 15 muestra que la regulaciéon negativa mediada por ARNi de uPAR y MMP-9 reduce la fosforilacion de
ERK, MAPK y AKT. Analisis de transferencia de Western de formas totales y fosforiladas de MAPK, ERK y AKT.
Las células SNB19 se transfectaron con EV/SV, puPAR, MMP-9 y pUM en placas revestidas con VN y las células
acondicionadas sin suero se lisaron 72 h después y se sometieron a SDS-PAGE e inmunotransferencia con las
formas totales y fosforiladas de anticuerpos MAPK, ERK y AKT. Los anticuerpos de GADPH se usaron para
verificar que se cargaban cantidades similares de proteina en cada calle.

La FIG. 16 es una presentacion esquematica de vector uPAR y MMP-9 (A) y sucesos celulares en la superficie
celular (B). Después de activacion de plasmindgeno en plasmina, que a su vez activa las MMP, liberacién de
uPA de varios factores de crecimiento después de la degradaciéon de la ECM. La presentacion esquematica
demostraba la implicacion de las integrinas en varias moléculas de ruta de sefalizacion.

La FIG. 17 es una representacion esquematica que muestra la formacion de moléculas de ARNhp a partir de un
solo constructo de repeticidn invertida doble dirigida de CMV para catepsina B y uPAR. El promotor viral de CMV
dirige la formacion de una molécula de ARN que posee repeticiones invertidas autocomplementarias para
catepsina B y uPAR.

La FIG. 18 muestra analisis de transferencia de Western para uPAR y catepsina B. Las células SNB19 se
transfectaron con simulado, un vector vacio y un vector que codifica ARNsi para catepsina B y uPAR (pCU).
Andlisis de transferencia de Western de niveles de proteina de catepsina B (A) uPAR (C) lisados celulares de
células SNB19 transfectadas con simulado, vector vacio y pCU se realizé usando un anticuerpo especifico para
catepsina B y uPAR. La B-actina se sometié a inmunoinvestigacion de forma simultanea para control de carga.
La cuantificacion de la catepsina B (B) y proteina uPAR (D) se obtuvo mediante barrido de los autorradiogramas
con densitometria.

La FIG. 19 muestra que el ARNi inhibe la formacién de redes capilares inducidas por células tumorales. Las
células SNB19 se transfectaron con simulado, vector vacio, pC, pU y pCU durante 24 horas. A continuacion, las
células cocultivaron con células endoteliales de dermis humana durante 48 h. Después de incubacion, las
células se fijaron y se bloquearon con albumina de suero bovino al 2 % durante 1 h y las células endoteliales se
investigaron con anticuerpo para antigeno del factor VIII. (Anticuerpo del Factor VIIl, DAKO Corporation,
Carpinteria, California) o tincién con H y E y se examinaron con microscopio confocal de barrido laser (A).
Cuantificacion de la angiogénesis en cocultivos infectados con simulado, vector vacio o vector pCU (B).
Inhibicidn de la angiogénesis tumoral en células SNB19 infectadas con vector pCU con ensayo de ventana dorsal
de ratén (C). PV, vasculatura existente previamente, TN, vasculatura inducida por tumor.

La FIG. 20 demuestra que el ARNi inhibe la migracién y la invasidén de células de glioma. Los esferoides de
SNB19 GFP se infectaron con simulado, vector vacio, pC, pU y pCU. Después de 72 h, esferoides de un solo
glioma se colocaron en el centro de un pocillo revestido con vitronectina de una placa de 96 pocillos y se
cultivaron durante 48 h. Al final del ensayo de migracion, los esferoides se fijaron y se fotografiaron (A). La
migracion de las células de los esferoides se midi6 usando un microscopio calibrado con una plataforma y un
micrometro ocular (B). Los datos mostrados son el valor medio + D.T. de los resultados de cuatro experimentos
independientes de cada grupo. Las células SNB19 se tripsinaron 72 h después de la transfeccién con simulado,
vector vacio, pC, pU y pcU, se lavaron con PBS y se volvieron a suspender en medio sin suero. Los ensayos de
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invasion se realizaron en una unidad Transwell de 12 pocillos (Costar, Cambridge, Massachusetts) en filtros de
policarbonato con poros de 8 um revestidos con Matrigel. Después de un periodo de incubacién de 24 h, las
células que habian pasado a través del filtro en los pasillos inferiores se tifieron, se hizo frecuente se
fotografiaron con microscopio de luz (C). El porcentaje de invasién se cuantificé (D). Los valores son la media +
D.T. de 5 experimentos diferentes (P < 0,001). Los esferoides de las células SNB19 se transfectaron con
simulado, vector vacio, pC, pU y pcU y se tifieron con Dil y se cocultivaron agregados de cerebro de rata fetal
tefiidos con DiO. Se observo la destruccion progresiva de los agregados de cerebro fetal con esferoides
tumorales (E). Cuantificacién de los agregados de cerebro fetal restantes con esferoides de SNB19 infectados
con vector vacio, pC, pU o vector pCU (F).

La FIG. 21 muestra que la regulacion negativa mediada por el ARNi de uPAR y Catepsina B reduce la
proliferacion de células SNB 19 de glioma. Ensayo de proliferacién. En resumen, se sembraron 5 x 10* células
SNB19 transfectadas con PBS, EV, SV, pU, pC y pCU en microplacas de 96 pocillos revestidas con VN en
condiciones sin suero. El numero de células viables se evalu6 con el ensayo de MTT. Se muestran los valores
medios (+ D.T.) de tres experimentos por separado.

La FIG. 22 ilustra que la regulacién negativa mediada por el ARNi de uPAR y Catepsina B reduce la fosforilacion
de ERK y FAK. Analisis de transferencia de Western de proteinas ERK, FAK, totales y fosforiladas usando sus
anticuerpos especificos después de la transfeccion de células SNB19 con constructos de simulado, EV, SV, pU,
pC y pCU. Los niveles de B-actina sirvieron como control de carga.

La FIG. 23 muestra la regresion mediada por ARNi del crecimiento tumoral establecido previamente. Las células
tumorales SNB19 GFP se inyectaron por via intracerebral con la ayuda de un marco estereotactico en ratones
atimicos. Después de 1 semana, cualquiera de un vector vacio o un vector que expresa ARNSsi para catepsina B
y UPAR (pCU) o por separado con pC o pU se inyectd en el cerebro usando una bomba mini osmética de Alzet.
Las secciones de tumor fotomicrografiadas se observaron para fluorescencia de GFP (A) y posteriormente se
tineron con hematoxilina y eosina (B). Semicuantificaciéon del volumen tumoral en grupos tratados con vector
simulado/vacio, pU, pC y vector pCU después de 5 semanas. Los datos mostrados son los valores de + D.T. de
6 animales de cada grupo (*P < 0,001) (C).

La FIG. 24 es una representacion esquematica de la formaciéon de moléculas de ARNhp de un solo constructor
de repeticion tri-invertida, dirigida por CMV para uPAR, uPA y MMP-9. EIl promotor viral de CMV potente dirige la
formacion de una molécula de ARNcr posee repeticiones invertidas autocomplementarias para uPA, uPAR y
MMP-9.

La FIG. 25 es un analisis de transferencia de Western, zimografia de fibrina/gelatina e inmunohistoquimico de
uPA y MMP-9. Las células SNB19 se transfectaron con simulado o se transfectaron con un vector vacio/vector
codificado (EV/SV) y vectores que codifican ARNsi uPAR (puPAR), uPA (puPA), MMP-9 (pMMP-9) y una
combinacion de los tres puntos (pUz2M). Después de un periodo de incubacion de 3 dias, los lisados celulares
totales se prepararon en tampon de extraccion y 50 ug de proteina de estas muestras se separaron con SDS-
PAGE no reductor al 12 % y se inmunotransfirieron con anticuerpo anti-uPAR (A). La GAPDH se someti6 a
inmunoinvestigacion de forma simultanea con un control de carga. El medio acondicionado se recogi6 de estas
muestras (20 pg) y se realizé zimografia de de gelatina y de fibrina para detectar la actividad de MMP-9 (B) y
uPA (C). (D) Las células SNB19 (1 x 10*) se sembraron en portaobjetos de camara Lab-Tek Il y se transfectaron
con simulado o se transfectaron con EV/SV y vectores que codifican ARNsi puPA, puPAR y pMMP-9 ya sea de
forma individual o en conjunto (pU2M). Después de 72 horas, las células se fijaron, se lavaron durante 1 hora con
tampdn de bloqueo y se tifieron para expresion de uPAR, uPA y MMP-9 usando anticuerpos especificos para
uPA, uPAR y MMP-9.

La FIG. 26 ilustra la inhibicion de la angiogénesis de glioma y la invasién con constructos de ARNsi. Las células
SNB19 (2 x 10*) se sembraron en portaobjetos de camara de 8 pocillos y se transfectaron con EV/SV directores
que codifican ARNsi uPAR (puPAR), uPA (puPA), MMPs-9 (pMMP-9) y una combinacion de los tres puntos
(pU2ND. Después de un periodo de incubacion de 24 horas, en medio se retird, las células se cocultivaron con
cualquiera de 4 x 10* células endoteliales humanas o 4 x 10* células endoteliales solas y se cultivaron en
presencia de medios acondicionados. Después de 72 horas las células endoteliales se tifieron para antigeno del
factor VIII en los cocultivos (fluorescencia de color verde). Las células cultivadas en los medios acondicionados
conservados se tifieron con H y E y se examinaron con cualquiera de un microscopio fluorescente o un
microscopio de campo brillante (A). (B) Cuantificacién del angiogénesis en cocultivos infectados con vectores
EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M. Los valores son la media £ D.T. de cuatro experimentos. Las células
SNB19 se tripsinaron 72 horas después de transfeccién con EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M, se lavaron
con PBS vy se volvieron a suspender el medio sin suero. (C) se realizaron ensayos de invasion en una unidad
Transwell de 12 pocillos en filtros de policarbonato con poros de 8 um revestidos con matrigel (0,7 mg ml").
Después de un periodo de incubacién de 24 horas, las células que habian pasado a través del filiro en los
pocillos inferiores se tifieron, se hizo recuento se fotografiaron el microscopio de campo brillante. (D) el
porcentaje de invasion se cuantifico.

La FIG. 27 muestra la inhibicién y la regresion de la capacidad de invasion y crecimiento tumoral con ARNsi con
ensayos de esferoides e intracraneales. (A) La capacidad de invasion de esferoides de glioma se mediante
cocultivo de esferoides de glioma con agregados del cerebro de rata fetal. Los esferoides de células SNB19 se
transfectaron con EV/SV, puPA, puPAR, pMMP-9 y pU2M y se tifieron con Dil y se cocultivaron con agregados de
cerebro de rata fetales tefidos con DiO. Las secciones de 1 ym de espesor en serie se obtuvieron desde la
superficie a través del centro de los cocultivos con un microscopio de barrido laser confocal en los puntos
temporales indicados. (B) Se midié el volumen restante del agregado de cerebro de rata transfectado con EV/SV,
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puPA, puPAR, pMMP-9 y pU2M. Los valores son la media = DT de tres experimentos. (C, D) Regresion mediada
por ARN de crecimiento de tumor establecido previamente. Las células SNB19 GFP en suspension (2 x 106 en
10 pl de medio sin suero) se inyectaron por via intracraneal. Una semana mas tarde, los ratones se inyectaron
con cualquiera de los vectores de expresion de EV/SV o ARNsi (puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M) usando una
bomba mini osmotica de Alzet (constructos diluidos a 1,5 ug ml-* en PBS e inyectados a 0,25 ug hora™, con seis
ratones en cada grupo). Después de un periodo de seguimiento de 5 semanas, los ratones sacrificaron, sus
cerebros se extrajeron, se embebieron en parafina y se seccionaron. Las secciones se observaron con
microscopia de fluorescencia para células que expresaban GFP. (D) La semicuantificacién del volumen tumoral
en grupos tratados con control, EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M se evalu6 después de 5 semanas. Los
datos se muestran como media + DT de seis animales de cada grupo.

La FIG. 28 demuestra que la regulacién negativa mediada con el ARNi de uPAR, uPA y MMP-9 reduce la
fosforilacion de ERK. Analisis de transferencia de Western de proteina ERK (pERK) total y fosforilada después
de transfeccion de células de glioblastoma con constructos de EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M. Los
niveles de GAPDH sirvieron como control de carga.

La FIG. 29 es una representacion esquematica de la expresién del ARNsi para catepsina B y MMP-9 de
constructos de vector pCM: plasmido pCADN 3 desarrollados con dos repeticiones invertidas complementarias
dirigidas por un promotor de CMV dirigido frente a catepsina B y MMP-9. El promotor de CMV dirige la formacion
de una estructura de horquilla doble que, a su vez, se proceso6 con el ARN bicatenario que reconoce la enzima
DICER para formar moléculas de ARNSsi viables. La estabilidad de la molécula de horquilla doble se asegurd
debido a la estructura secundaria de la molécula que recuerda a una molécula de ARNm que tiene una cola de
poli A dirigida por una secuencia sefial de poli-a de hormona de crecimiento bovina (BGH).

La FIG. 30 confirma que el ARN de interferencia disminuia los niveles de catepsina B y MMP-9 en células SNB19
cells. Los lisados de células totales y el medio sin suero se recogieron de células SNB19 transfectadas con
simulado, vector vacio o un vector que codifica ARNsi para MMP-9 (pM) y catepsina B (pC) y en conjunto (pCM).
Posteriormente, se separaron 30 ug de proteina de estas muestras en condiciones no reductoras en SDS-PAGE
de un 8 % a un 12 % y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se investigaron con
anticuerpos para Catepsina B (A) y MMP-9 (C) y con anticuerpo secundario apropiado (conjugado de peroxidasa
de rabano picante) y se desarrollaron de acuerdo con el protocolo del fabricante (Amersham, Arlington Heights,
lllinois). La B-actina se inmunodetecté de forma simultanea para verificar la carga de cantidades similares de
lisados celulares. La actividad de MMP-9 de las células SNB19 infectadas con vector vacio, pC, pM o vector pCM
durante 3 dias en medio sin suero y se determin6 con zimografia de gelatina (B).

La FIG. 31 muestra que el ARNi inhibe la formacién de redes capilares inducidas por células tumorales tumor.
Las células SNB19 se transfectaron con simulado, vector vacio, pM, pC y pCM durante 24 h. A continuacion, las
células se cocultivaron con células endoteliales de dermis humana durante 48 h. Después de incubacion, las
células se fijaron y se bloquearon con albumina de suero bovino al 2 % durante 1 h y las células endoteliales se
investigaron con anticuerpo para antigeno de factor VIIl. (Anticuerpo de Factor VIIl, DAKO Corporation,
Carpinteria, California) y se examinaron con microscopia de fluorescencia después de investigar con un
anticuerpo secundario conjugado con FITC apropiado. Las células endoteliales crecieron en presencia de medios
acondicionados con SNB19 (control, vector vacio, PM, pC, o pCM transfectados) que se tifieron con Hy E y se
fotografiaron (A). Cuantificacion de la angiogénesis en cocultivos infectados con simulado, vector vacio o vector
pCM (B). Inhibicién de la angiogénesis tumoral en células SNB19 infectadas con vector pCM mediante ensayos
de pliegue cutaneo dorsal de ratén (C). Vasculatura preexistente a PV, vasculatura inducida por tumor TN. Se
tomaron fotografias os han microscopia de luz (panel superior) y para fluorescencia con FITC (panel inferior)
para determinar la presencia de vasculatura recién desarrollada.

La FIG. 32 demuestra que el ARNi inhibe la migracién y la invasién de células de glioma. Los esferoides de
SNB19 GFP se infectaron con simulado, vector vacio y un vector que codifica ARNsi para catepsina B y MMP-9
(pCM). Después de 3 dias, esferoides de un solo glioma se colocaron en el centro de una placa de 96 pocillos
revestida con los pocillos revestidos con vitronectina y se cultivaron durante 48 h. Al final del ensayo de
migracion, los esferoides se fijaron y se fotografiaron (A). Las células SNB19 se tripsinaron 3 dias después de la
transfeccion con simulado, vector vacio y un vector que codifica ARNsi para catepsina B y MMP-9 (pCM), se lavo
con PBS y se volvié a suspender en medio sin suero. Los ensayos de invasion se realizaron en una unidad
Transwell de 12 pocillos (Costar, Cambridge, Massachusetts) en filtros de policarbonato con poros de 8 um
revestidos con Matrigel. Después de un periodo de incubacién de 24 h, las células que habian pasado a través
del filtro en los pocillos inferiores se tifieron, se hizo recuento y se fotografiaron con microscopio de luz (B). Los
esferoides de células SNB 19 se transfectaron con simulado, vector vacio y un vector que codifica ARNsi para
catepsina B y MMP-9 (pCM) y se tifieron con Dil y se cocultivaron con agregados de cerebro de rata fetal tefidos
con DiO. Se observo destruccion progresiva de agregados de cerebro fetal con esferoides tumorales (C).

La FIG. 33 muestra la regresién mediada con ARNi del crecimiento tumoral establecido previamente. Las células
tumorales SNB19 GFP se inyectaron por via intracerebral con la ayuda de un marco estereotactico en ratones
atimicos. Después de 1 semana, cualquiera de un vector vacio o un vector que expresa ARNSsi para catepsina B
y MMP-9 (pCM), catepsina B (pC) o MMP-9 (pM) se inyectd en el cerebro usando una bomba mini osmética de
Alzet. Las fotografias de secciones de tumor se observaron con fluorescencia de GFP (A) y posteriormente se
tiferon con hematoxilina y eosina (B). Se realizé semicuantificacion del volumen tumoral en grupos tratados con
vector simulado/vacio, vector pM, pC y pCM después de 5 semanas. Los datos mostrados son los valores de +
D.T. de 6 animales de cada grupo (*P < 0,001) (C). En otro experimento, 10 dias después de inyeccion
intracerebral, el vector pCM se inyectd por via intraperitoneal dos veces y los animales se sacrificaron después
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de 4 meses (D).

La FIG. 34 es una representacion esquematica de promotor de ARN pol Il (CMV) para la induccion de ARNi.

La FIG. 35 es una representacién esquematica de promotor basado en ARN pol Ill (U6) para la induccién de
ARNi.

La FIG. 36 es una representacion esquematica de produccion de adeno virus recombinante.

La FIG. 37 indica células SNB19 GFP transfectadas con ARNi para expresion de GRP o GRP que muestra
simulado.

La FIG. 38 muestra la expresion de OAS en células SNB 19 transfectadas con vectores de ARNi dirigidos por
ARN pol Il (CMV) o ARN pol Il (U6) que se determindé con RT-PCR. La RT-PCRT para GAPDH sirvi6 como
control.

La FIG. 39 demuestra la regulacion negativa de uPAR y uPA como se determina mediante andlisis de
transferencia de Western y zimografia de fibrina de lisados de células SNB 19 de células afectadas con
cualquiera de promotores dirigidos por U6 o CMV. Pldsmidos de ARNi para vector codificado (SV), plasmido que
expresa ARNi para uPAR (puPAR), uPA (puPA) y constructo bicistronico de uPAR-uPA (pU2). La GAPDH se
investigd para control de carga.

La FIG. 40 es una representacion esquematica de constructos de expresion de ARNsi usados para determinar la
induccién de respuesta inmune celular.

La FIG. 41 muestra la determinacion de la expresion de la 2'5’-oligoadenilato sintetasa (OAS1) en células SNB19
transfectadas con casete de expresion circular (C), lineal (L) o poli A con sefal suprimida (AA) para vector vacio
(EV), vector codificado (SV), constructos de expresion de ARNsi para uPAR (puPAR), uPA (puPA) y constructo
bicistronico para uPAR y uPA (pU2) con RT-PCR. La RT-PCR se normalizé con GAPDH. La expresion de OAS1
se cuantifico tal como se muestra.

La FIG. 42 es una representacion esquemdtica de la estructura secundaria predicha de transcritos de EV y SV
que no muestran estructura de tipo inductor de ARNi viable RNA vy transcrito predicho de puPAR, puPA y pU2
con poli Ay sin poli A pU2AA).

La FIG. 43 es una representacion esquematica de la estructura secundaria parcial de transcrito de pU2 que
muestra estructura secundaria en el espacio. La estructura secundaria en el espacio no se parece con la del
ARNm.

La FIG. 44 muestra RT-PCR en un ARN total aislado a partir de control (C), uPAR antisentido (como uPAR), uPA
antisentido (como uPA) y constructos de ARNi para uPAR (puPAR), uPA (puPA), uPAR-uPA (pU2), GFP (pGFP),
vector vacio (pEV), y vector codificado (pSV) para niveles de ARN en uPA, uPAR y OAS. La GAPDH sirvi6 como
control.

La FIG. 45 nuestra la hibridacion in situ del promotor de CMV en ratones inyectados IP. Se usé sonda en
secciones de craneo de ratones infectados por via intraperitoneal con solucién salina (Simulado), vector vacio
(EV), vector codificado (SV), vectores de expresion de ARNi para uPAR (puPAR), uPA (puPA), y constructo
bicistronico de uPAR-uPA (pU2), para la presencia de promotor de CMV que contenia ADN mediante marcado
con sonda de ADN con fosfatasa alcalina (AP). La actividad de AP se detect6 con sustrato Western Blue para AP
(Promega, Madison, WI).

Descripcion detallada

Los ARN de horquilla pequefia (ARNsh), también denominados ARN interferencia pequefios (ARNSsi), genes
humanos diana tales como uPA y uPAR para inhibir el crecimiento tumoral, invasion tumoral, y proliferacion tumoral.
Los constructos de ARNSsi inhibian de forma significativa la expresion de uPA y uPAR a los niveles tanto del ARNm
como de proteinas en una linea de células PC3 de céncer de prdstata altamente metastasico. La genosupresion de
uPA-uPAR en células PC3 dio como resultado una reduccion significativa de la invasion de células tumorales como
se indica, por ejemplo, con un ensayo de invasién en Matrigel. El silenciamiento simultaneo de los genes para uPA 'y
uPAR usando un solo constructor de plasmido que expresa los ARNsh tanto para uPA como para uPAR redujo de
forma significativa la viabilidad celular y también dio como resultado la induccién de la muerte celular apoptopica. El
ARNi para uPA y uPAR también anulé la sefalizacion de uPA-uPAR a moléculas diana corriente abajo tales como
quinasas 1/2 (ERK1/2) reguladas por sefial extracelular y el transductor de sefial y activador de la transcripcion 3
(Stat 3). La inyeccion intratumoral con un constructo de plasmido que expresa los ARNsh para uPA y uPAR inhibid
de forma significativa el crecimiento tumoral establecido y la supervivencia en un modelo ortotépico de cancer de
préstata de ratdon. La evidencia de una red de sefalizacion que funciona corriente abajo de uPA-uPAR que avanzar
de forma activa la invasion de células tumorales, proliferacion y supervivencia de células de cancer de préstata esta
sin cubrir. El direccionamiento de uPA y uPAR dirigido por ARNi y los correspondientes ARNsi son nuevos agentes
terapéuticos para terapia para el cancer, que incluye canceres de préstata.

La degradacion del ARN diana de uPAR y MMPs-9 mediada por ARNSsi en lineas de células de glioma humano dio
como resultado la inhibicion tumoral. EI ARNi dirigido hacia uPAR y MMP-9 consiguié una inhibiciéon especifica de
uPAR y de MMPs-9. Un constructo bicistronico (pUM) inhibi6 la formacién de estructuras de tipo capilar en modelos
de angiogénesis tanto in vitro como in vivo. El bloqueo de la expresién de uPAR y MMP-9 dio como resultado la
inhibicion significativa de la invasion de tumor de glioma en modelos de ensayo de invasion en Matrigel y esferoides.
El ARNi para uPAR y MMP-9 inhibi6 la proliferacion celular y redujo los niveles de las formas fosforiladas de
moléculas de la ruta de sefializacion de MAPK, ERK y AKT cuando se comparan con células SNB19 precursoras y
transfectadas con vector vacio/vector codificado (EV/SV). Ademas, el uso de ARNi para dirigir de forma simultanea
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dos moléculas de proteasa e inyectar estos constructos por via intracerebral in vivo usando mini bombas de Alzet o
inyecciones intraperitoneales dio como resultado la regresion significativa del crecimiento tumoral intracerebral
establecido previamente. El uso de vectores de expresion de ARNsi de horquilla para uPAR y MMP-9 proporciona
una herramienta terapéutica eficaz para terapia para el cancer, incluyendo glioblastoma.

En otra realizacion, el enfoque de ARNi silencio la expresion de uPAR y de catepsina B. El ARNi se para inhibir la
expresion de proteasas implicadas en la degradacién de la matriz extracelular, un elemento caracteristico de la
progresion del tumor. EI ARNi de uPAR y catepsina B redujo la invasion de células de glioma y la angiogénesis en
modelos in vitro e in vivo. Las inyecciones intratumorales de vectores de plasmido que expresan ARNhp (ARNSsi)
para uPAR y catepsina B dieron como resultado la regresion de tumores intracraneales establecidos previamente. El
ARNi para uPAR y catepsina B inhibi6 la proliferacion celular y redujo los niveles de pERK y pFAK en comparacion
con los controles. El ARNi funciona en células de glioma humano y proporciona una base para terapia genética para
el cancer, que incluye glioblastoma.

El enfoque de ARN:i silencio la expresion de uPA, uPAR y MMP-9 en células tumorales. Un molde de ADN dirigido
por el promotor de citomegalovirus (CMV) en un solo constructo tricistrénico indujo al ARNi desencadenado por ARN
de horquilla (ARNhp) a que inhibiera la expresién genética de uPA, uPAR y MMP-9 con un solo constructo. Se
encontré que los niveles de proteina UPAR vy la actividad enzimatica de uPA y MMP-9 disminuian de forma
significativa en células transfectadas con un plasmido que expresa ARNsi de horquilla para uPAR, uPA y MMP-9.
Las células SNB19 transfectadas con pU2M disminuian de forma significativa la expresién de uPA, uPAR y MMP-9
en comparacion con células con simulado y transfectadas con EV/SV, determinada con analisis inmunohistoquimico.
Los constructos individuales para estas moléculas dieron como resultado una inhibicion especifica de sus
respectivos niveles de proteina, como se demuestra con analisis inmunohistoquimico. Después de transfeccion con
un vector de plasmido que expresa ARNds para uPA, uPAR y MMP-9, la invasion de células de glioma se retraso en
comparacién con grupos simulados y tratados con EV/SV, demostrado con un ensayo de invasion en Matrigel y
ensayo de invasion de esferoides. La regulacion negativa de uPA, uPAR y MMP-9 usando ARNi inhibi6o la
angiogénesis en un modelo in vitro (cocultivo). Las inyecciones intratumorales directas de ADN de plasmido que
expresa ARNhp para uPA, uPAR y MMP-9 también revertieron de forma significativa los tumores intracraneales
establecidos previamente en ratones atimicos. Las células tratadas con ARNi para uPAR, uPA y MMP-9 mostraron
niveles acidos de pERK en comparacion con las células SNB 19 precursoras y tratadas con EV/SV. La represion
simultanea de uPAR, uPA y MMP-9 es una herramienta terapéutica para tratar canceres.

Un ARN de horquilla de ADN dirigido por promotor de citomegalovirus (CMV) (ARNhp, ARNsi) de un solo
constructor, bloqueé la expresion genética de MMP-9 y catepsina B. La transfeccion de un vector de plasmido que
expresa ARNds para MMP-9 y catepsina B inhibié de forma significativa la expresion de MMP-9 y catepsina B y
redujo el comportamiento invasivo de la linea celular de glioblastoma, SNB 19, en modelos de invasion en Matrigel y
esferoides. La regulacion negativa de MMP-9 y catepsina B usando ARNi en células SNB 19 también redujo la
interaccion de célula-célula de células de endotelio microvascular humano, dando como resultado la alteracion de la
formacion de red de capilares en modelos tanto in vitro como in vivo. Las inyecciones intratumorales directas de
ADN de plasmido que expresa ARNhp para MMP-9 y catepsina B inhibié de zona significativa el crecimiento del
tumor de glioma establecido en la invasién en tumores intracraneales in vivo. Las inyecciones intraperitoneales (ip)
de ADN de plasmido que expresa ARNhp para MMP-9 y catepsina B revertieron de forma completa los tumores
establecidos previamente durante un periodo de tiempo significativo. La direccién simultanea mediada por ARNi de
MMP-9 y catepsina B es una metodologia de tratamiento adecuada para gliomas humanos.

El ARNhp dirigido por promotor de CMV, basado en plasmido que se dirige a uPAR, uPA y MMP-9, ya sea de forma
individual o simultanea, induce ARNi en la linea de células de glioma humano, SNB 19. La regulaciéon negativa
mediada por ARNi, simultanea de uPAR, uPA y MMP-9 en células de glioma humano, SNB 19, provoco:

(1) Inhibicién de invasion y angiogénesis in vitro.
(2) Regresion de tumores intracraneales establecidos previamente en ratones atimicos in vivo.
(3) Reduccioén de la fosforilacion de moléculas de sefalizacién de ERK 1y 2.

Los ARNsi o0 ARNsh o ARNhp dirigidos desde un plasmido circular (por ejemplo, uPA, uPAR, MMP-9, y catepsina B
0 cualquier combinacion de los mismos) son adecuados para inducir ARN de interferencia in vitro. Los ARNsi de
plasmidos circulares son estables y no inducen respuesta inmune indeseable, tal como se demuestra mediante
induccion con OAS1. Algunos constructos lineales de uPA, uPAR, MMPs-9, y catepsina B o cualquier combinacién
de los mismos también son adecuados para la induccién de ARNi.

Los ARNsi o ARNsh o ARNhp que se desvelan en el presente documento incluye nacidos nucleicos que consisten
basicamente en secuencias autocomplementarias de uPA, uPAR, MMP-9, catepsina B o una combinacion de las
mismas. La region de lazo y el espaciador (presiones de intervencion) pueden variar tanto en la longitud como en la
secuencia dependiendo de la secuencia diana, el constructo, y el uso terapéutico. Las moléculas de acido nucleico
que se esperan en el presente documento se pueden modificar de forma apropiada con analogos de acido nucleico,
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derivados, o cualquier modificacion adecuada para aumentar la estabilidad o eficacia de la induccion del ARNi. Las
moléculas de acido nucleico que se desvelan en el presente documento también se pueden administrar en
combinacién con otros agentes de activacidon inmune especificos de tumor, agentes de direccién de tumor, y
cualquier vehiculo o al silbante farmacéuticamente aceptable adecuado. Las moléculas de acido nucleico que se
desvelan en el presente documento también se pueden administrar en conjunto con otras terapias para el cancer
tales como terapia de radiacién o quimioterapia.

Ejemplos
Los ejemplos que no estan cubiertos con las reivindicaciones son solamente para fines ilustrativos.

Ejemplo 1. La expresion de proteina uPA y uPAR enddgena esta asociada con la capacidad de invasion in
vitro de células de cancer de préstata humano.

Las células PC3 son altamente metastasica, mientras que las células DU145 y LNCaP son moderadamente y
escasamente metastasicas, respectivamente. uPA y su receptor uPAR estan implicadas en invasion y metastasis
tumoral. Se compararon los niveles de estas proteinas en las tres lineas celulares de cancer de préstata humano
con diferentes potenciales metastasicos. Como se muestra en la FIG. 1A, los niveles de proteinas uPA y uPAR eran
significativamente mas elevados en células PC3 y DU145 en comparacion con las células LNCaP escasamente
metastasicas, que expresaba niveles indetectables de estas proteinas. Una tendencia similar se observo en la
actividad de uPA tal como se evalua mediante zimografia de fibrina (FIG. 1B). Por lo tanto, los niveles de proteinas
uPA uPAR asi como la actividad de uPA se correlacionaban de forma positiva con sus potenciales metastasicos
conocidos. La capacidad de las células de cancer de prostata para invadir Matrigel, una capa de gel formada por una
base de proteinas de membrana, se examiné. Este ensayo es un modelo in vitro bien establecido para evaluar la
capacidad de invasion tumoral. La linea de células PC3 de cancer de préstata altamente metastasica mostré los
niveles mas elevados de capacidad de invasion seguido de las lineas de células DU145 y LNCaP un orden
coherente con sus potenciales metastasicos conocidos (FIG. 1C y 1D). Las células PC3 eran 14 veces mas
invasivas y las DU145 eran 9 veces mas y masivas que las células LNCaP. Se demostré una fuerte correlacion entre
los niveles de proteinas uPA y uPAR y la capacidad invasiva de las células de cancer de prdstata humano con
diferentes potenciales metastasicos. Las lineas de células PC3 di DU145 eran mas y masivas que las células
LNCaP, coherente con sus potenciales metastasicos conocidos. Existe una fuerte correlacion entre los patrones de
expresion de uPA y uPAR vy el potencial invasivo de las lineas celulares de cancer de préstata usadas (FIG. 1). El
aumento de la expresion de uPA y uPAR en lineas celulares de cancer de préstata esta asociado con el aumento de
la capacidad de invasion y potencial metastasico.

Ejemplo 2. Genosupresion eficaz de la expresion genética de uPA y uPAR en células PC3 de céancer de
prostata humano usando ARNi.

El papel biolégico de uPA y uPAR en la evolucion del tumor de préstata se investigé usando ARN de horquilla
pequefio para genosuprimir la expresion genética de uPA y uPAR enddgenas en la linea de células PC3 de cancer
de prostata humano, que expresa uPA y uPAR asi como un potencial metastasico elevado. Se desarrollaron
vectores de pcADN3-CMV que contenian constructos de horquilla pequefia capaces de generar oligonucleétidos de
ARNi duplex de 19 o0 21 nt que corresponden a cualquiera de uPA o uPAR. Ademas, se construyé un solo constructo
bicistrénico dirigido por promotor de citomegalovirus (CMV) para administrar horquillas pequefias dobles dirigidas
frente a uPA asi como a uPAR para someter a ensayo la y calcio de la expresion de inhibicion de forma simultanea
de dos genes enddgenos (FIG. 2A). Los vectores que expresan los ARNsh para uPA, uPAR y la combinacién uPA-
uPAR se transfectaron en células PC3.

Como se muestra en la FIG. 2B, el analisis de las células transfectadas con ARNsh para la expresiéon de uPA y
uPAR mediante PCR de transcripcion inversa semicuantitativa demostrd una reduccién especifica en los niveles de
ARNm para cada gen con respecto a las células transfectadas con EV/SV o células simuladas. Sin embargo, el
efecto del ARNi fue mayor con el vector de ARNsh que se dirige de forma simultanea a uPA y uPAR (FIG. 2B). El
analisis de ninguna transferencia de extractos celulares se realizé para determinar si la disminucién de la expresion
del ARNm, tal como se observa, se correlacionaba con la disminucion de la traduccion del producto genético. Una
tendencia similar también se observé con el ensayo digno transferencia (FIG. 2C). No se observaron efectos del
ARNi en la expresion de GAPDH, que se usé como un control interno para especificidad y carpa al nivel del ARNm
asi como a nivel proteico. Ademas, las células transfectadas con EV/SV también mostraban que la genosupresion de
uPA y uPAR dirigida por el ARNi es especifica (FIG. 2B y 2C).

Ademas, los efectos de los ARNsh especificos de gen en la expresion de las proteinas uPA y uPAR se detectaron
en células PC3 usando inmunotincion doble con anticuerpos anti-uPA y anti-uPAR. Como se muestra en la FIG. 2D,
la tincion de uPA y uPAR se redujo radicalmente con los ARNsh especificos de gen en comparacién con células
transfectadas con EV/SV. La inmunotincion doble de uPA y uPAR disminuy6 totalmente en células transfectadas con
sh-uPAuUPAR (FIG. 2D). Por el contrario, las células PC3 transfectadas con EV y SV presentaban una intensidad de
tincion y patrones similares al de las células simuladas. Estos estudios de inmunofluorescencia se confirmaron con
los analisis de RT-PCR y de inmunotransferencia.
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La inhibicion simultanea de dos genes usando un sistema de ARNsi basado en plasmido es una herramienta util. El
ARNi regula de forma negativa eficazmente el ARNm de uPA y uPAR asi como la expresion de proteinas en la linea
de células PC3 de cancer de prostata (FIG. 2B y 2C). Estos plasmidos de ARNi especificos de gen redujeron la
extension de uPA y uPAR sustancialmente en comparacion con las células simuladas o transfectadas con EV/SV.
Los datos de tincion inmunohistoquimica mostraban que las células simuladas o transfectadas con EV/SV rebelaban
tincidn positiva para uPA y uPAR, mientras que las células transfectadas con sh-uPAuPAR apenas estaban tefidas,
con la excepcioén de la tincion nuclear con DAPI, lo que sugiere la genosupresion de la expresion de las proteinas
uPA y uPAR (FIG. 2D). De forma analoga, la intensidad de la inmunotincién para uPA y uPAR se redujo con el ARNi
especifico de gen.

Ejemplo 3. La genosupresion de uPA y uPAR con ARN inhibié la invasion en Matrigel de células PC3.

Una de las funciones de uPA y uPAR es la promocion de la invasion, un proceso necesario para la metastasis
tumoral. El impacto de la genosupresién de uPA y uPAR en la invasién de células PC3 se evalud con un ensayo de
invasion en Matrigel usando las células transfectadas con ARNsh. Cuando se comparan con células simuladas o
células transfectadas con EV/SV, las células transfectadas con sh-uPAuUPAR presentaban una reduccion sustancial
de la capacidad de invasion (FIG. 3A). La invasion de las células PC3 se redujo a un 75 % de la de los controles (es
decir, células simuladas o transfectadas con EV/SV) con sh-uPA y a un 90 % con sh-uPAuPAR (FIG. 3B). Aunque la
genosupresion de uPAR solo no presentaba una inhibicién significativa de la invasion, la genosupresion de uPA asi
como de uPAR presentaba un efecto significativo (FIG. 3A y 3B), lo que sugiere que la invasion de células PC3 en
Matrigel estd regulada basicamente por la funcion coordinada de uPA y uPAR. Estos resultados muestran que la
expresion de uPA y uPAR es necesaria para la invasion de cancer de préstata asi como de metastasis. El efecto de
sh-uPAuUPAR era tan significativo que las células apenas podian invadir a través de la membrana de Matrigel, lo que
sugiere que el ARNi habia indefinido en forma significativa con el sistema uPA-uPAR mediando la actividad
proteolitica y la viabilidad celular.

Ejemplo 4. La genosupresion de uPA y uPAR con el ARNi inhibe la proliferacion celular e induce apoptosis.

Los efectos del silenciamiento de uPA y uPAR mediado por ARNi en la proliferacion y la supervivencia celular se
examinaron con analisis de MTT 72 h después de la transfeccion con ARNsh especifico para uPA y uPAR (FIG. 4A).
La direccion del ARNi frente a uPA no tenia efecto en la capacidad proliferativa de las células PC3, mientras que el
ARNi especifico para uPAR presentaba un efecto inhibitorio bajo. Por el contrario, se observé una reduccién drastica
en la proliferacion de las células PC3 con el ARNi de forma simultanea a la direccién de uPA y uPAR (FIG. 4A). Los
porcentajes de células viables se redujeron en presencia del ARNi de uPAR y uPA-uPAR en aproximadamente un
30 % y un 60 % como promedio, respectivamente, en comparacion con las células de control. Estos resultados
sugieren que el aumento de los niveles de uPA y/o uPAR en células tumorales podrian otorgar a las células un
aumento de la capacidad de crecimiento y supervivencia. Como tal, la reduccién de los niveles de uPA y uPAR
puede inducir apoptosis en células cancerigenas.

Para examinar esta posibilidad, las células PC3 se transformaron con plasmido se expresan sh-uPA, sh-uPAR o sh-
uPAuUPAR. El andlisis molecular de extractos de proteina de células PC3 reveld la transfeccion de sh-uPAuPAR
inducida con genes proapoptoéticos, incluyendo Bax, caspasa 9 de Bcl-Xs1 (FIG. 4B). Ademas, la tincion con
colorante fluorescente de células PC3 transfectadas con sh-uPAuPAR con FAM-VAD-FMK revelé un aumento de la
actividad de caspasa que no se detectaba en cualquiera de las células simuladas o las células transfectadas con
EV/SV (FIG. 4C y 4D). El analisis de fragmentacién de ADN proporcion6 una evidencia adicional de induccion
apoptopica. Tal como indica la FIG. 4E, las células PC3 transfectadas con sh-uPAuPAR presentaban marcado de
ADN, una evidencia habitual de apoptosis, en electroforesis en gel de agarosa que no se detectaba en cualquiera de
células simuladas o transfectadas con EV/SV. Este marcado de ADN era similar al de la apoptosis inducida por
tratamiento con actinomicina D (FIG. 4E), confirmando de este modo que la muerte celular observada era un
resultado de la apoptosis. Ademas, el marcado de ADN no se observaba en células transfectadas con cualquiera de
sh-uPA o sh-uPAR. Estos resultados tan estan de acuerdo con la induccién de caspasa 9 y aumento de la actividad
de caspasa en general como se determina con FAM-VAD-FMK.

Ejemplo 5. La genosupresion de uPA y uPAR con ARNi inhibe su sefializacién corriente abajo y la
tumorigénesis en ratones atimicos.

Las consecuencias biolégicas debidas al silenciamiento de uPA y uPAR pueden ser un resultado de cambios en la
sefializacion mediada por uPA-uPAR y posteriores funciones corriente abajo. Dado que el aumento de la expresion
de uPA y uPAR activa la sefalizaciéon de ERK1/2, se examiné el estado de las proteinas quinasas activadas con
mitégeno en las células de genosupresion de uPA-uPAR. El analisis de inmunotransferencia muestra que la
fosforilacion de ERK 1/2 se eliminé completamente en las células transfectadas con sh-uPAuPAR, pero no en las
células de control (FIG. 5A). La fosforilacion de ERK no cambié en las células transfectadas con cualquiera de sh-
uPA o sh-uPAR. La actividad total, incluyendo fosforilacién, de Stat 3 se suprimié basicamente en células
transfectadas con sh-uPAuPAR cuando se comparaba con células de control (FIG. 5B). Ademas, el ensayo
electroforético de desplazamiento de movilidad (EMSA) con extractos nucleares de células transfectadas con sh-
uPAuUPAR demostraba que la genosupresion de la expresion de uPA y uPAR inhibia la union de los extractos a los
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sitios de union de Stat 3 marcados (FIG. 5C). Dado que la activacion de Stat 3 contribuye a la estimulacion de la ruta
antiapoptética, el nivel reducido de fosfo-Stat 3 asi como la actividad de unién a ADN puede explicar el aumento de
susceptibilidad de células PC3 transfectadas con sh-uPAuPAR a la muerte celular apoptética. Como alternativa, la
activacion constitutiva de ERK puede contribuir a la supervivencia celular.

Se investigd si el ARNi de uPA-uPAR también suprimia la tumorigenicidad de los tumores ortotopicos de PC3
establecidos previamente en ratones atimicos. Las células PC3 se inocularon por via intraprostatica en el I6bulo
lateral de la préstata. Los dias 7 y 14 después de la implantacion, los tumores se inyectaron con constructos de
plasmido que expresaban sh-uPA, sh-uPAR o sh-uPAuPAR. A continuacion, los ratones se sacrificaron 14-15 dias
después de la segunda dosis de tratamiento con ARNi, tal como se necesitaba con la morbilidad resultante de los
tumores que se habian formado en los grupos de control. Se examiné la morfologia total de los tumores primarios y
sitios de metastasis (FIG. 6A). No se reservaron tumores secundarios visualmente en ratones tratados con los
plasmidos sh-uPA, sh-uPAR y sh-uPAuPAR, mientras que los ratones tratados con EV, SV y simulado presentaban
tumores secundarios ademas del tumor primario dentro de la glandula prostatica (FIG. 6A). Los tumores se
diseccionaron y se pesaron (FIG. 6B). Se observé una incidencia de un 90-100 % de tumores primarios asi como
secundarios en grupos tratados con simulado, EV y SV. Aunque los tratamientos con sh-uPA y sh-uPAR no inhibian
el crecimiento del tumor completamente, los pesos de las masas tumorales formadas a partir de estos grupos de
tratamiento eran menores que los tumores de los grupos de tratamiento de control (FIG. 6B). Una reduccion
significativa del peso tumoral se observan ratones tratados con sh-uPAuPAR. El andlisis de inmunotransferencia
para niveles de proteina en muestras de tumor confirmaban que los tumores tratados con sh-uPAuPAR presentaban
niveles significativamente reducidos de uPA y uPAR (FIG. 6C). 150 pg adicionales de sh-uPAuPAR revertieron
completamente el cancer de prostata establecido previamente.

El analisis inmunohistoquimico se realizé en los tejidos tumorales cosechados embebidos en parafina para evaluar
los efectos de sh-uPAuPAR en el comportamiento de células PC3 in vivo. La expresion del ARNi dirigido por sh-
uPAuUPAR no cambiaba la arquitectura general de la glandula prostatica y la tincion con H y E mostraba una
histologia muy normal, mientras que la tincién revelaba células tanto tumorales como hospedadora se los grupos de
control. EI ARNi dirigido frente a cualquiera de uPA o uPAR sdélo reducia ligeramente las células tumorales con
respecto a los grupos de control. Supuestamente, no habia rescate in vivo de la apoptosis inducida por el ARNi de
uPA-uPAR. Para someter al ensayo esto, las secciones de tumor embebidas en parafina de todos los grupos de
tratamiento se tifieron para marcadores apoptépicos usando el andlisis de fragmentacién de ADN Klenow-FragEL
DNA. Este marcado terminal de células apoptéticas demuestra diferencias significativas entre grupos de tratamiento.
Los tumores de los grupos tratados con simulado, EV y SV mostraban tincion de bajo nivel, generalizada para
FragEL, por lo tanto esto indica que las células tumorales estaban sanas. Por el contrario, la mayoria de las zonas
de los tumores de préstata PC3 tratados con sh-uPAUPAR eran positivas para tincion con Klenow.

La coinyeccion intratumoral de sh-uPA y sh-uPAR también dio como resultado una regresién casi completa del
crecimiento del tumor de préstata establecido previamente, mientras que los grupos de control de simulado, EV y SV
mostraban tumores irreproducibles y significativos (FIG. 7A y 7B). El andlisis de inmunotransferencia demostraba la
genosupresion selectiva de los niveles de proteinas uPA y uPAR en tumores cotratados con constructos de sh-uPA'y
sh-uPAR (FIG. 7C). Este cotratamiento presentaba una histologia muy normal mediante tinciéon con H y E mientras
que los tumores de los grupos tratados con simulado, EV y SV presentaban cambio observable en la arquitectura
general de la glandula prostatica y la tincién con H y E mostraba células tanto tumorales como hospedadoras (FIG.
7D). La genosupresion de uPA y uPAR mediante cotratamiento también dio como resultado una induccién
significativa de la muerte de células apoptéticas, tal como se revela mediante tincion de Klenow positiva (FIG. 7E y
7F). Cuando se combinan con los datos presentados en las FIGS 6A-C y 7A-F, estos resultados muestran que el
tratamiento con sh-uPAuPAR, sin embargo, tiene un efecto de ARNi potente cuando se compara con el
cotratamiento con sh-uPA y sh-uPAR, que provoca una reduccion significativa del tamafio del tumor establecido.

Los resultados del analisis de marcado de ADN in vitro y un ensayo de marcado de extremo de fragmento de ADN in
vivo muestran que la genosupresion simultanea de uPA y uPAR con ARNi basado en ARNsh induce apoptosis. La
sefializacion corriente abajo mediada por uPA-uPAR una diana excelente para el tratamiento de cancer de préstata
independiente de hormonas. La sefializacion corriente abajo mediada por uPA-uPAR se requiere probablemente
para invasion, supervivencia y proliferacion celular en la linea de células PC3 de cancer de prostata.

Ejemplo 6. Sefializacién funcional de uPA y uPAR y su papel en la tumorigénesis

Se encontrd que la expresion anomala de uPA y uPAR era una de las alteraciones mas frecuentes en el cancer de
prostata en estadio avanzado. El hecho de que uPA y uPAR se sobreexpresan solamente en el estadio avanzado
del cancer de préstata sugiere que uPA y uPAR influyen en las rutas funcionales que son relevantes para determinar
los fenotipos de canceres en estadio avanzado, tales como aumento de proliferacién e invasion. La invasion a través
de la matriz extracelular es una etapa caracteristica de la metastasis tumoral. La anulacién de la expresion de
cualquiera de uPA o uPAR para suprimir la tumorigénesis se ha conseguido usando varios enfoques diferentes. El
acoplamiento de uPA con uPAR dirige varias moléculas de sefializacién diferentes que forman una red unica de
varios tipos diferentes de respuestas bioldgicas, tales como proliferacién, migracion, invasion, angiogénesis y
metastasis. Estas respuestas bioldgicas para la unidon a uPA-uPAR parece que son altamente especificas para el
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tipo celular, la naturaleza de la molécula de sefializacidn corriente abajo y el nivel de su expresion. La union de uPA
con UPAR activa ERK 1y 2 y es esta actividad de ERK inducida la que es necesaria para la migracion de células de
cancer de mama MCF-7 inducida por uPA. Una cascada de sefalizacion que incluye FAK, Src y She es responsable
de la activacion y la migracion celular de ERK inducidas por uPA. Por el contrario, la migracion y proliferacion de
células de musculo liso vascular (VSMC) inducidas por uPA necesitaban activacion de la ruta de Stat. En células de
cancer de mama, la actividad mitogénica inducida por uPA requiere activacion de las rutas tanto de Stat como de
ERK. La uPA antisentido inhibia la sefalizacion de PI3K/Akt y sensibilizar a las células para apoptosis con
estaurosporina en la linea de células SNB 19 de glioblastoma. La unién de uPA con uPAR probablemente activa las
cascadas de sefializacion para regular la migracién, invasion, proliferacion y supervivencia celular.

El ARNi para uPA-uPAR en células PC3 mostraba una supresion notable de la invasion y la proliferacién asi como
induccion de apoptosis (FIGS. 3-4). La supresion del sistema uPA-uPAR y las moléculas de sefializacion corriente
abajo (ERK y Stat 3) se observé en células transfectadas con sh-uPAuPAR PC3 pero no en células simuladas o
transfectadas con EV/SV (FIG.5). Esto sugiere que todos los cambios fenotipicos observados en estas células estan
mediados por la supresion de la interaccion de uPA-uPAR vy el estado de fosforilacién de sus moléculas corriente
abajo. La sefializacion de uPA-uPAR estimula las rutas tanto de Stat como de ERK y protege a las células
cancerigenas de la muerte. Varias lineas de evidencia mostraron que las rutas tanto de ERK como de Stat 3 son
capaces de proteger las células de la muerte celular apoptopica. La transfeccion con cualquiera de sh-uPA o sh-
uPAR no desencadena la apoptosis en células PC3 (FIG. 4) y esto se puede deber a que el bloqueo de cualquiera
de uPA o uPAR solo puede no influir suficientemente en las moléculas ERK y Stat 3 de sefializacién corriente abajo.

Dado que la sefalizacion de uPA-uPAR modula la expresion de ERK y Stat 3, la inhibicién simultdnea de uPA y
uPAR puede alterar estas rutas, lo que conduce a la inhibicion del crecimiento y a induccion de la apoptosis. El
sistema uPA-uPAR funciona probablemente como un regulador positivo de la supervivencia celular facilitando
proliferacién y supervivencia celular, las dos evidencias del cancer. Por lo tanto, cuando se sobreexpresan en
canceres, UPA y uPAR proporcionan una célula cancerigena con aumento de proliferacion y/o aumento de
resistencia a la apoptosis. Por el contrario, la genosupresion de la expresion o funcién de uPA-uPAR deberia inhibir
el crecimiento de células cancerigenas e inducir apoptosis. La detencion de la sefializacién mediada por uPA-uPAR
mediante genosupresion de uPA y uPAR inhibia de forma simultdnea el crecimiento de células cancerigenas e
inducia la apoptosis. Se debe observar, que el ARNi de uPA-uPAR trabajaba en la linea de células PC3 de cancer
de prostata resistente a hormonas. Esto sugiere que la genosupresiéon de la expresion de uPA-uPAR con ARNi es
una estrategia para inhibir el crecimiento y la supervivencia del tumor de prostata resistente a hormonas.

La implantacion ortotépica de células cancerigenas humanas en ratones atimicos se parece en mayor medida a los
comportamientos biolégicos de estas células en seres humanos, en particular con respecto al desarrollo de
metéastasis. Se ha demostrado que esto es cierto en particular para células de cancer de préstata humano, que
forman tumores primarios y metastasis con una eficacia mucho menor cuando se implantan por via ectdpica en
ratones atimicos. Un sistema de plasmido de ARNi basado en ARNsh representa una estrategia que puede suprimir
de forma eficaz la expresion de uPA-uPAR en tumores de prdstata ortotopicos como se determina mediante analisis
de inmunotransferencia (FIG. 6C). Ademas, el tratamiento in vivo de tumores ortotdpicos establecidos previamente
con ARNI dirigido por sh-uPAUPAR demostraban una inhibicién casi total del crecimiento tumoral, mientras que se
observaba una reduccién solamente parcial con ARNi de cualquiera de sh-uPA o sh-uPAR (FIG. 6B). Ademas, el
cotratamiento de tumores ortotdpicos establecidos previamente con sh-uPA y sh-uPAR también inhibia casi
completamente el crecimiento tumoral (FIG. 7). No se observaron efectos perjudiciales en los grupos de animales
tratados con ARNi en comparacién con grupos tratados con simulado o con EV/SV. Ademas, este enfoque se puede
dirigir a la una gran diversidad de tipos de tumores e inhibir fenotipos malignos dependientes de uPA-uPAR in vitro
asi como in vivo. Por lo tanto, este sistema de ARNi proporciona una nueva herramienta terapéutica potente y
también sirve para analizar las frutas de sefalizacion corriente abajo de uPA-uPAR asi como para ofrecer opciones
de tratamiento para intervencién en cancer con relevancia clinica. Ademas, el ARNi proporciona un modo
conveniente y selectivo, nuevo para interferir con la expresion de uPA-uPAR y para estudiar la significancia biolégica
de su sefalizacion en la biologia del cancer.

A pesar de los avances en la comprension de los mecanismos moleculares del cancer humano, el desarrollo de
enfoques terapéuticos para el tratamiento clinico de neoplasias humanas sigue siendo un desafio principal. La
genosupresion de la expresion de uPA-uPAR inhibia de forma significativa el crecimiento de células PC3 in vitro asi
como in vivo y por ultimo daba como resultado muerte celular apoptépica. Distintos genes diana (ERK y Stat 3) se
regulaban corriente debajo de la sefial de uPA-uPAR. Las células PC3 presentaban una baja fosforilacién de Stat 3 y
la fosforilacion de ERK estaba totalmente anulada cuando se transfectaban con sh-uPAuPAR. El ARNi inducia la
muerte celular de uPA-uPAR en células PC3 in vitro asi como in vivo.

Ejemplo 7. Las repeticiones invertidas de 21 pb conducidas por promotor de CMV basado en plasmido
dirigidas a uPAR y MMP-9 se procesan a ARNSi.

Para determinar si el transcrito conducido por el promotor de CMV (dirigidos por uPAR y MMP-9) se procesa

correctamente a ARNSsi, las células SNB 19 se transfectar un con control/EV, SV, puPAR, pMMP-9 y pUM. La FIG. 8
ilustra una representacion esquematica del constructo. Las células también se transfectaron con un constructo no

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2556272713

relacionado dirigido a GFP en células distintas de GFP para determinar el procesamiento del transcrito de ARN a
ARNSsi, y confirmar el hecho de que los resultados obtenidos no son simplemente productos de degradacion del gen
diana. Las células SNB 19 transfectadas distintas de GFP con pGFP dieron como resultado el procesamiento del
transcrito de ARN a ARNsi (FIG. 9A). De forma analoga, las células transfectadas con puPAR, pMMP-9 y pUM
dieron como resultado el procesamiento del transcrito de ARN al ARNsi apropiado. Las células transfectadas con EV
no produciran ningun fragmento similar al ARNsi de direccién a uPAR o MMPs-9 lo que indica que el fragmento de
ARNSsi observado se procesa a partir de los lazos de repeticién invertida incorporados en el constructo. Las células
transfectadas con SV tampoco produjeron ningun fragmento similar al ARNsi de direcciéon a uPAR o MMP-9; SV
consistia en una secuencia de repeticion invertida imperfecta sin homologia con ningun gen conocido. Cuando se
investigaban con un oligo sentido de 21 pb para SV, no se observaba ningun hibrido de ADN:ARN de 21 pb lo que
indica que este constructor no se profesaba a fragmentos similares al ARNSsi.

Las células SNB 19 transfectadas con pUM provocaban la regulacion negativa del ARNm tanto de uPAR como de
MMPs-9. Para determinar si el constructo de plasmido que contenia secuencias de 21 pares de bases invertidas
homologadas a uPAR y MMP-9 induciria ARNi, las células SNF19 se transfectaron con control/EV, SV, puPAR,
pump-9 y pUM. El ARN total se aislé de las células transfectadas y la primera hebra del ADNc se sintetizé usando un
kit de sintesis de ADNc (Invitrogen). A continuacién, el ADNc se someti6 a PCR de acuerdo con protocolos
convencionales conocidos por los expertos en la materia. Usando cebadores especificos para uPAR, MMP-9, y
GAPDH (véase la Tabla 1) en células transfectadas con control/EV y SV, no se produjo reduccion en los niveles de
uPAR o MMPs-9; mientras que en células transfectadas con puPAR y niveles de uPAR, el ARNm se reducia de
forma significativa, y los niveles de ARNm de MMP-9 no cambiaban. En células transfectadas con pMMP-9, los
niveles de ARNm de MMP-9 se redujeron, mientras que los niveles de ARNm de uPAR no cambiaron lo que indica la
especificidad de los vectores para moléculas diana. Las células transfectadas con pUM presentaban una
disminucion en los niveles de ARNm tanto de uPAR como de MMP-9. Los niveles de GAPDH no cambiaron (FIG.
9B).

Ejemplo 8. Inhibicién de la actividad de MMP y niveles de proteina uPAR con ARN de interferencia

Las células SNB19 se transfectaron con EV/SV, puPAR, MMP-9 y pUM y a continuacion se determinaron los niveles
de uPAR y MMP-9 en lisados celulares mediante transferencia de Western y medios acondicionados con zimografia
de gelatina respectivamente. Las células SNB19 transfectadas con el vector pUM expresaban disminucion de las
cantidades de proteina uUPAR cuando se comparaban con las células precursoras y tratadas con EV/SV mediante
transferencia de Western (FIG. 10A). Para determinar si este efecto inhibitorio era especifico para uPAR, se
evaluaron los niveles de B-actina en la misma transferencia. Los niveles de B-actina eran similares en todas las
calles lo que confirma una carga igual en todas las calles. Los medios acondicionados a partir de células SNB19
infectadas con pUM expresaban de forma significativa bajos niveles de actividad de MMP-9 en comparacién con
células transfectadas con simulado y con vector vacio/codificado (FIG. 10B). Los niveles de MMP-2 no cambiaron,
lo que indica inhibicidon especifica de la proteina diana. El analisis cuantitativo de las bandas de uPAR y MMP-9
mediante densitometria revelaron una disminucién significativa de la proteina uPAR (de 12 a 14 veces) y la actividad
enzimatica de MMPs-9 (de 8 a 10 veces) en células transfectadas con pUM en comparacién con las células
precursoras y transfectadas con EV/SV. Las células transfectadas con vectores puPAR y pMMP-9 inhibian los
niveles de uPAR y MMP-9 (FIG. 10A y 9B) casi de la misma manera a la del constructo bicistrénico, pero la
regulacion negativa de las moléculas diana era mas pronunciada con el constructo bicistronico en comparaciéon con
los constructos individuales.

La expresion mediada por vector del ARN de horquilla corta (ARNsh) para uPAR y MUMP-9 puede conseguir un
silenciamiento genético eficaz y estable en una linea de células de glioma in vitro e in vivo. El silenciamiento
genético basado en ARNi se puede adaptar para dirigir proteinas sobreexpresadas en gliomas con potencial
terapéutico significativo. Las moléculas de ARNSsi sintéticas también tienen el mismo efecto de supresiéon de los
niveles de MMP-9 uPAR enddgenos.

Ejemplo 9. Inhibicién de la proliferacién celular con ARNsi para uPAR y MMP- 9.

El ensayo de MTT se usé para evaluar el efecto de los vectores de ARNsi (EV/SV, puPAR, pMMP-9 y pUM) en la
proliferacién de células cultivadas en microplacas revestidas con vitronectina. Después de 3 dias de infeccion, las
células SNB19 infectadas con puPAR, el puPAR, pMMP-9 y vector pUM presentaban una disminucién de la
proliferaciéon con respecto a la de las células SNB19 precursoras y transfectadas con EV/SV (FIG. 11). El efecto del
vector pUM era mucho mas elevado en la proliferaciéon de SNB19 en comparacién con los constructos de ARNSsi
individuales (puPAR y pMMP-9). No habia diferencia en la proliferacién entre células SNB19 precursoras y
transfectadas con EV/SV.

Ejemplo 10. EI ARN de interferencia inhibia la inmunofluorescencia de uPAR y MMP-9 y la angiogénesis
inducida por tumor.

Las células SNB 19 transfectadas con puPAR y pMMP-9 provocaron la regulacién negativa de los niveles de
proteinas UPAR y MMP-9 tal como se determina con inmunocitoquimica. Las células transfectadas con pUM
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provocaron la regulaciéon negativa de los niveles de proteina tanto uPAR como MMP-9 tal como se determina con
inmunocitoquimica (FIG. 12A). Para determinar el efecto del constructo combinado que expresa ARNSsi tanto para
uPAR como para MMP-9, las células SNB19 se transfectaron con puPAR, pMMP-9 y pUM; las células también se
transfectaron con EV y SV, que sirvieron como controles. A partir de los resultados, es evidente que las células
transfectadas con puPAR solo presentaban una regulacién negativa de los niveles de proteina uPAR. Las células
transfectadas con pMMP-9 presentaran una regulacién negativa de MMP-9 solo, mientras que células transfectadas
con pUM provocaban una regulaciéon negativa de los niveles de proteinas uPAR y MMP-9, lo que indica que el
constructo doble era eficaz, si no mas, para regular de forma negativa los niveles de proteina diana. Para someter a
ensayos y el ARNsi para uPAR y MMP-9 también podia inhibir la formacién de capilares inducida por tumor, se
células SNB19 de glioma transfectadas y sin transfectar con células endoteliales humanas. El analisis
inmunohistoquimico se realizé usando antigeno del factor VIl para evaluar la formacién de vasos inducida por tumor
en sistema de cocultivo in vitro y tincién con H y E de estos cocultivos después de transfeccion con EV/SV, puPAR o
pMMP-9 y pUM. La FIG. 12B muestra que las células endoteliales cultivadas con células SNB19 formaban redes
similares a capilares distintas en cultivos transfectados con simulado y con vector vacio en 24-48 h. Por el contrario,
las células SNB19 transfectadas con pUM no inducian la formaciéon de redes similares a capilares en células
endoteliales. La cuantificacidon de los puntos de ramificacion y el nUmero de ramificaciones estaba reducido de forma
significativa en cocultivos transfectados con pUM en comparacién el cocultivo transfectado con precursor y vector
vacio/codificado (FIG. 12C). Ademas, el efecto era inferior a un 50 % en vector puPAR y pMMP-9 y era inferior a un
50 % en cocultivo transfectado con vector puPA y pMMP, cuando se comparaba con el grupo tratado con EV/SV
precursor en relacion con la formacién de estructura similar a capilares. La implantacion de una camara que contenia
células SNB 19 transfectadas con EV precursor dio como resultado desarrollo de microvasos con estructuras finas,
curvadas y muchos puntos diminutos de sangrado. por el contrario, la implantacion de células SNB 19 transfectadas
con el vector pUM no daba como resultado el desarrollo de ningin microvaso adicional (FIG. 12D).

Ejemplo 11. El ARNsi para uPAR y MMP-9 inhibe la invasion de células SNB19.

Dado que la expresion del ARNsi inhibia uPAR y MMPs-9, se evalud su capacidad para inhibir la invasion celular. Se
permitié que las células SNB19 transfectadas con EV/SV, puPAR, pMMP-9 y el vector PUM invadieran a través de
filtros revestidos con Matrigel. La FIG. 13A ilustra que la tincion de células SNB 19 transfectadas con pUM era
significativamente menor que la de las células sélo asi transfectadas con EV/SV. El andlisis cuantitativo de las
células mostraba que solamente un 8 % de las células transfectadas con pUM invadian en comparacién con las
células precursoras y transfectadas con EV/SV (FIG. 13B). Ademas, el analisis cuantitativo de la invasion de células
SNB19 transfectadas con vector puPAR y pMMP-9 invadian un 25 % y un 50 % en comparacion con las células
SNB19 precursoras y transfectadas con EV/SV (FIG. 13A y 13B). EI ARNi también inhibia la invasion de células
SNB19 en un modelo de invasién esferoide tridimensional. La FIG. 13C demuestra que los esferoides de glioma
transfectados con simulado y vector vacio/codificado se unian ha agregados de cerebro de rata e invadian los
agregados de forma progresiva. Sin embargo, los cocultivos con esferoides de glioma transfectados con pUM
fallaban en la union a agregados de cerebro de rata y no invadian. El analisis cuantitativo indicaba que solamente
un 2-4 % de los agregados de cerebro de rata fetal permanecian en los esferoides precursores y transfectados con
EV/SV, mientras que un 90-95 % de los agregados de cerebro de rata fetal permanecian en los esferoides
transfectados con pUM (FIG. 13D). A las 72 h, los agregados de cerebro de rata revelaban aproximadamente un 25
% y un 45 % de invasion en los cocultivos transfectados con puPAR y pMMP-9. tomados en conjunto, estos
hallazgos proporcionan una fuerte evidencia de que el silenciamiento de uPAR y MMP-9 mediado con ARNi inhibe
en gran medida la invasion de células de glioma en ambos modelos in vitro en comparacion con los constructos de
ARNSsi individuales para uPAR y MMP-9. Estos resultados mostraban que los constructos de ARNsi individuales para
uPAR eran mas eficaces que el constructo de ARNSsi individual para MMP-9.

Ejemplo 12. Efecto terapéutico del ARNsi para uPAR y MMPs-9.

Para evaluar la eficacia de la interferencia de la expresidon genética de uPAR y MMP-9 mediada con el ARNi en la
evolucion del tumor, el vector pUM se inyectd en ratones portadores de tumores usando una bomba estereotactica.
Para facilitar la deteccion de células tumorales y masivas, se evaluaron células de glioblastoma humano (SNB19)
con el ADNc para proteina fluorescente de color verde (SNB19-GFP). El examen microscépico de las secciones de
cerebro revelaron que los animales de control que recibian PBS o vector vacio (EV) solo desarrollaban crecimiento
del tumor significativo después de un periodo de seguimiento de 5 semanas tal como se visualiza mediante
fluorescencia con GFP vy tincién con H y E de secciones similares. Por el contrario, el crecimiento del tumor o la
fluorescencia con GFP o la tincién con H y E no se detectaba en animales que recibian el vector pUM en las mismas
condiciones (FIG. 14A y 14B). La cuantificacion de las secciones de cerebro tefiidas con hematoxilina y eosina o
secciones de GFP con un neuropatdlogo al que se le habia ocultado el tratamiento no revelaron diferencias en el
tamano del tumor entre los grupos de control y tratados con vector vacio; sin embargo, la regresion total de los
tumores se reveld en el grupo tratado con vector pUM (FIG. 14C). En el caso de un constructos individuales tratados
con ARNsi para uPAR y MMP-9, el crecimiento del tumor intracraneal establecido previamente se inhibia en un 70
% y en un 40 %, respectivamente. Las inyecciones intraperitoneales del vector pUM dieron como resultado una
regresion completa del crecimiento del tumor intracraneal establecido previamente durante un periodo de tiempo
mas largo de 6 meses. Estos resultados demostraban que la supresion de uPAR y MMPs-9 mediada con el ARNi
inhibia de forma drastica el crecimiento del tumor intracraneal establecido previamente.
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La inhibicion de uPAR y MMP-9 mediada con ARNi puede inhibir el crecimiento tumoral de varias formas
independientes. La apoptosis medida con fragmentacion de ADN era mas elevada en los cerebros de animales
inyectados con los clones estables de uPAR antisentido en comparacion con la linea celular precursora. Los efectos
antitumorales observados en el modelo de tumor intracraneal se podian deber a la induccién de muerte de células
tumorales.

Las células tumorales dependen de la angiogénesis para sobrevivir y proliferar. La inhibicion de uPAR y MMP-9
mediada con ARNi inhibia de forma significativa la induccién del tumor en un sistema de cocultivo in vitro. Los
efectos antiangiogénicos del vector pUM suprimian la capacidad de las células tumorales para reclutar vasos
sanguineos necesarios para supervivencia y dirigian los efectos antiinvasivos en las células tumorales por si
mismas. La capacidad del ARNsi de uPAR para bloquear la evolucion del tumor también podria incluir el bloqueo de
los efectos antiapoptoético y angiogénicos de uPA. En general ningun agente antiangiogénico individual (incluyendo
angiostatina y endostatina) usado como monoterapia en modelos preclinicos es capaz de reducir la carga tumoral
después de que los tumores hayan alcanzado 100 mm. Se informd que la ausencia de Plg, uPA, o tPA disminuia de
forma significativa el desarrollo de neovascularizacién coroidea experimental en comparacién con ratones de tipo
silvestre o deficientes en uPAR. Se sugeria que este efecto se debia parcialmente a una modulacién de la actividad
de la metaloproteinasa de la materia. Aunque algunos estudios han demostrado el efecto antiangiogénico de los
inhibidores de MMP sintéticos, practicamente todos estos inhibidores carecen de especificidad para un MMP
individual. Por ejemplo, se observé disminucién de la densidad de vasos y aumento de la apoptosis de células
tumorales en tumores primarios y metéstasis en ratones tratados con KB-R7785, que inhibe MMP-1, -3 y -9. Las
MMPI han mostrado poco beneficio clinico cuando se usan como monoterapia en pacientes con enfermedades
avanzadas. Por lo tanto, el uso combinado de inhibicion de MMP con otras modalidades también es una estrategia
para el tratamiento del cancer.

Ejemplo 13. ARNSsi frente a uPAR y MMP-9 inhibe el nivel de ERK, MAPK y AKT fosforilados.

Las rutas de ERK, MAPK y AKT desempefian un papel principal en la proliferacion y supervivencia celular. La
transferencia de Western se us6 para comparar los niveles de las formas totales y fosforiladas de ERK, MAPK y AKT
usando anticuerpos especificos, especificos para estas moléculas después de transfeccion de células SNB19 con
EV/SV, puPAR, pMMP-9 y pUM. No se produjo diferencias significativas en las cantidades de MAPK, ERK y AKT
totales con constructos de EV/SV, puPAR, pMMP-9 y pUM (FIG. 15). Sin embargo, los niveles de las formas
fosforiladas de MAPK, ERK y AKT disminuia de forma significativa con pUM en comparacién con las células SNB19
transfectadas con EV/SV, puPAR y puPA (FIG. 15).

La union de uPA ha uPAR en células MCF-7 activa ERK1 y ERK2, que son necesarias en la motilidad celular. En la
linea de células de cancer de préstata (PCsMLNa4), la hipoxia aumentaba la invasion de células tumorales mediante
la regulacién positiva de la expresion de uPAR, que se podria mediar a través de la ruta de sefializacion de MAPK,
ERK 'y p38 quinasa. Ademas, la regulacién positiva de la expresion de uPAR con Bcl2 en hipoxia se mediaba con la
actividad de uniéon de SP1 ADN a través de la ruta de senalizacion de ERK. En ausencia de EGFR, una ruta
alternativa une uPAR a ERK. Sin embargo, esta ruta se silencia con la expresion de EGFR, lo que indica por lo tanto
la implicacion de uPAR en la motilidad celular. La transfeccion estable de PTEN (homodlogo de fosfatasa y tensina)
redujo la secrecion de MMP-9 causada por la fosforilacion de la quinasa de adhesion focal y la sefializacion de
ERK1/ERK2 inducidas por acido hialurénico. Los glioblastomas con amplificacion de EGFR VIII demostraban los
niveles mas elevados de MMP-9. La transfeccion transitoria de células SNB 19 con mt ERK o mt JNK reprimian al
promotor MMPs-9 lo que sugiere que la interferencia con cualquier ruta podria dar como resultado la inhibicion de la
expresion MMP-9. La regulacion de la activacion de MMP-9 con diversos estimulos o en diferentes escenarios
celulares puede implicar diferentes rutas de transduccion de sefiales. La inhibicion de ERK con inhibidores
especificos de MEK bloqueaba la expresiéon de MMP-9 en células de cancer de mama y disminuia la produccién de
MMP-9 y atenuaba la capacidad invasién in vivo en células de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.
Las células transfectadas estables, mt-ERK, eran menos invasivas y reduccién de forma significativa los niveles de
MMP-9. Se ha informado que estas dos rutas de sefializacion (MAPK y ERK1/2) se activan cuando uPA se une a
uPAR. El constructo de pUM inhibe las formas fosforiladas de estas moléculas de la ruta de sefalizacion (FIGS. 15-
16).

Ejemplo 14. Terapias para el cancer medianas con ARNi y administracion de los ARNsi

La inhibicién del ARNsi de genes tal como, por ejemplo, sobreexpresién de uPAR y MMP-9 extiende la lista de
modalidades terapéuticas disponibles para el tratamiento de cancer humano. Aunque estan disponibles algunos
enfoques antisentido, incluyendo tecnologias de oligonucledtido y ribosima antisentido, su eficacia no es
satisfactoria. La inhibicion de uPAR y MMP-9 mediada por ARNi suprimia completamente el crecimiento tumoral de
glioma establecido previamente en ratones atimicos. Por lo tanto, el ARNi es una alternativa mas poderosa con
respecto a otras herramientas genéticas tales como tecnologias de oligonucledtido y ribosima antisentido en la
reduccion de la expresion de genes diana. Los efectos del ARNi o similares a los del ARNi eran mas potentes que
los efectos antisentido en la reduccién de la expresion de genes diana, que también sugieren la capacidad de
aplicacion potencial del ARNi. Se us6 un vector peptidico que incluia motivo de arginina-glicina-acido aspartico
buscador de tumor en una conformacion ciclica, una oligo lisina de union ADN vy restos de histidilo para facilitar la
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administracion en el citosol. El vector peptidico puede funcionar como un vehiculo de ARNSsi. La terapia genética
basada en ARNi es un nuevo enfoque para el tratamiento de gliomas y otros tumores metastasicos, que incluyen
cancer de prostata, cancer de mama, y melanoma.

Ejemplo 15. Efecto del vector pCU en los niveles de proteina de catepsina B y uPAR en extractos celulares
totales.

El ARNi dirigidos frente a la degradacion proteolitica es una intervenciéon para prevenir la invasion de células
cancerigenas (FIG. 17). Se ha mostrado que catepsina B y uPAR desempefian papeles significativos en la
degradacion ECM. La transfeccion de células SNB19 con el vector que expresa ARNsi para catepsina B y uPAR
(pCU) inhibia en gran medida la expresién de ambas proteinas en comparacién con controles simulados y de vector
vacio (EV) (FIG. 18 Ay C). Los niveles de B-actina determinaban que se cargaban cantidades iguales de proteina
en el gel (FIG. 18). El analisis cuantitativo de las bandas de catepsina B y uPAR mediante densitometria revelaba
una disminucion significativa (P < 0,001) de proteina catepsina B (14 a 16 veces) y uPAR (10 a 12 veces) y en
células transfectadas con pCU en comparacion con células transfectadas con simulado y vector vacio (FIG. 18B y
D). Las células transfectados con vectores pU y pC inhibian los niveles de uPAR y catepsina B, respectivamente
(FIG. 18 Ay C).

Ejemplo 16. Inhibicién de la formacion de redes capilares inducida por células tumorales con vector pCU.

Los tumores emergentes dependen de la formacion de nuevos vasos sanguineos que proporcionan combustible al
crecimiento tumoral. Dado que se ha informado que catepsina B y uPAR regulan la angiogénesis, se evaluo el efecto
de pCU en la angiogénesis inducida por tumor. El andlisis inmunohistoquimico se realiz6 usando antigeno del factor
VIII para evaluar la formacion de vasos inducida por tumor en un sistema de cocultivo in vitro y tincién con Hy E
para células endoteliales cultivadas en presencia de medios acondicionados de células SNB 19 después de
transfeccién con simulado, vector vacio, pC, pU o pCU. Los resultados demuestran que las células endoteliales
forman estructuras similares a capilares en presencia de células transfectadas con simulado y vector vacio en 48 h;
mientras que el vector pCU inhibia de forma significativa la formacion de redes similares a capilares inducida por
células tumorales (FIG. 19A). La cuantificacion de los puntos de ramificacion y el numero de ramificaciones era
indetectable en cocultivos transfectados con pCU en comparacién con simulador y vector vacio (FIG. 19B). Ademas,
el efecto era inferior a un 50 % en cocultivos tratados con pC o pU cuando se comparaba con vector pCU en relacién
a las estructuras similares a capilares. Para confirmar los experimentos de cocultivo in vitro, se examind si el vector
pCU puede inhibir la angiogénesis tumoral in vivo tal como se evalla con el modelo de camara dorsal. Las camaras
implantadas que contenian células SNB19 transfectadas con simulado y vector vacio (EV dieron como resultado el
desarrollo de microvasos (tal como se indica con flechas) con estructuras finas curvadas y muchos puntos de
sangrado y minutos. Por el contrario, las camaras implantadas de células SNB19 transfectadas con el vector pCU
no daban como resultado el desarrollo de microvasos adicionales (FIG. 19C).

Ejemplo 17. Inhibicién de la migracién de esferoides de SNB19 con ARNSi.

Para determinar si la expresion del ARNsi de catepsina B y uPAR es capaz de influir en la migracién y proliferacion
de células tumorales, los esferoides de SNB 19 se transfectaron con el vector pCU. Tal como se muestra en la FIG.
20A, se producia una migracién celular mucho mas elevada desde los esferoides transfectados con simulado y
vector vacio (EV) y se observaba hasta un 50 % de inhibiciéon de la admiracion con esferoides transfectados con
constructo individual. Sin embargo, la migracion celular de los esferoides de tumor se inhibia completamente en
esferoides transfectados con el vector pCU. La migracion de los esferoides transfectados con simulado y vector
vacio era significativamente mas elevada (P < 0,001) en comparacién con los esferoides transfectados con pC, pU y
pCU tal como se cuantifica con el niumero de células que emigran fuera de los esferoides (FIG. 20B). La migracion
de las células desde los esferoides se inhibia con constructo bicistrénico en comparacién con constructos de ARNi
individuales para estas moléculas. Unas pocas células migraron de los esferoides de SNB19 transfectados con pCU
en comparacion con las de los controles simulado y con vector vacio, lo que indica por lo tanto el papel de catepsina
B y uPAR en la migracion celular.

Ejemplo 18. El ARNsi frente a catepsina B y uPAR inhibe la invasion de células tumorales.

Para evaluar el impacto de la inhibicién de catepsina B y uPAR mediada con el ARNsi en la capacidad de invasion
de glioma, se usé un sistema de los modelos. Las células SNB19 transfectadas con simulado y vector vacio invadian
de forma extensa los insertos de Transwell revestidos con Matrigel tal como se observa con la tincién intensa de las
células. Por el contrario, los cultivos transfectados con pC, pU y pCU tenian menos capacidad invasion a través de la
membrana basal reconstituida, en comparacion con las células transfectadas con simulado y vector vacio (FIG.
20C). La determinacion cuantitativa de la invasion confirmaba que las células SNB19 transfectadas con el vector pC,
pU y pCU invadian solamente un 55 %, 40 % y un 6 % respectivamente en comparacién con los controles
transfectados con simulado y vector vacio (FIG. 20D). La inhibicién del comportamiento invasivo de estas células tal
como se determina con el ensayo de invasion de Matrigel era mucho mas elevada en las en the células
transfectadas con constructo bicistrénico cuando se comparaba con el constructo individual.
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Se sometié a ensayo el alcance del efecto de pCU en ensayo de invasion de esferoides. En el ensayo de cocultivo
de esferoides, los esferoides de glioma de control y los esferoides transfectados con el vector vacio invadian de
forma progresiva los agregados de cerebro de ratas fetales y daban como resultado una inhibicion parcial a casi
completa de la invasion de esferoides transfectados con pCU (FIG. 20E). La cuantificacion de los agregados de
cerebro de rata fetal reveld que los esferoides de glioma invadian los agregados de cerebro de rata fetal en un 25 %
en24 h,>70% en48 hy > 90 % alas 72 h. Por el contrario, los esferoides de tumor transfectados con el vector
pCU no invadian los agregados de cerebro de rata fetal. A las 72 h, los agregados de cerebro de rata revelaban una
invasion de aproximadamente un 90 %, 85 %, 55 % y un 35 % en los cocultivos transfectados con simulado, vector
vacio, pC, y pU, pero solamente una invasion de un 2 % a un 3 % en los cocultivos transfectados con pCU (FIG.
20F). Tomados en conjunto, estos hallazgos proporcionan una gran evidencia de que el silenciamiento de catepsina
B y uPAR mediado con ARNi inhibe en gran medida la invasién de células de glioma en ambos modelos in vitro, y
que el efecto era mucho mayor con constructo bicistronico en comparacién con constructos individuales.

La adquisicion de la capacidad de invasion de células tumorales es uno de los aspectos de la evolucién del tumor.
Existen varios informes que indican que la expresion de catepsina B y uPAR son componentes esenciales del
proceso de invasion. La transfeccion con el vector pCU inhibia la capacidad de invasion de las células SNB 19 y
esteroides en los ensayos de cocultivo de invasion en Matrigel y esferoides. El requisito para la invasiéon de
catepsina B hacia Matrigel se podria deber a su interaccion con una red de proteasas. Se mostré que la catepsina B
activaba los precursores de serina proteinasas a sus formas activas, tales como pro-uPA y metaloproteinasas, tal
como prostromelisina. La capacidad de invasion a través de Matrigel de lineas de células epiteliales de mama
humana transformadas estaba relacionada con la expresién de la catepsina B y se inhibia con inhibidores de cisteina
proteinasa. En células de cancer de ovario, la inhibicion de la catepsina B de superficie celular previene la activacion
de pro-uPA, y posteriormente, la invasion de las células de carcinoma a través de Matrigel. La actividad de la
catepsina B en cancer de colon humano esta asociada con la capacidad invasion de células cancerigenas, células
endoteliales y células inflamatorias asi como muerte celular apoptética y necrética. Se sabe que uPA y uPAR se
sobreexpresan en diversas neoplasias que incluyen canceres de mama, ovario y gastrico, y se ha demostrado que
son esenciales en el mantenimiento del fenotipo invasivo y metastasico.

Ejemplo 19. La regulaciéon negativa mediada con ARNsi de Catepsina B y uPAR reduce la proliferaciéon de
células SNB 19.

Se us6 un ensayo de MTT convencional para evaluar el efecto de los vectores de ARNsi (Control, EV, SV, pC, pUy
pCU) en la proliferacion de células cultivadas en microplacas revestidas con vitronectina (FIG. 21). 72 h después de
la infeccion, las células SNB 19 infectadas con vector pC, pU y pCU presentaban una disminucién de la proliferacion
con respecto a la de los controles de SNB19 y de vector. Las células transfectadas con PCU no presentaban ningun
crecimiento apreciable incluso después de 7 dias del transfeccion. No se observaban células flotantes ni residuos
celulares en ninguna de las células transfectadas incluso después de 7 dias de ensayo lo que indica la ausencia de
apoptosis.

Ejemplo 20. La regulacién negativa mediada con ARNsi de uPAR y catepsina B inhibe la fosforilacion de
ERK1/2 y FAK.

Para determinar el efecto de la regulacion negativa de uPAR y catepsina B en moléculas de la ruta de sefializacion,
la fosforilacion de ERK y FAK se sometié a ensayo con transferencia de Western ambas de las cuales estan
directamente implicadas en la supervivencia, migracion y proliferacion de células tumorales. La FIG. 22 muestran
que la regulacion negativa simultadnea de uPAR y catepsina B mediada por ARNi retrasa la fosforilacion de ERK1/2 y
FAK y el efecto era mucho menor con constructos individuales.

Los resultados demuestran que la regulacién negativa de uPAR y catepsina B induce la regulacion negativa de la
fosforilacion de ERK1/2 y FAK que son directamente responsables de la supervivencia y proliferacion celular. La
implicacion de uPAR en la cascada de ERK-FAK se ha informado anteriormente en células HEp3 de carcinoma
humano, el papel de la catepsina B aun no esta claro. Una regulacién negativa de combinacion de uPAR y catepsina
B es mas eficaz en la inhibicion de la fosforilacion de ERK1/2 y FAK.

Ejemplo 21. El ARNSsi de catepsina B y uPAR suprime el crecimiento del tumor intracraneal.

Un modelo de tumor intracraneal se uso6 para evaluar los efectos potenciales de la inhibiciéon mediada con ARNi en el
crecimiento de tumor establecido previamente in vivo. Las secciones de cerebro de los grupos de control sin tratar
(simulado) y tratados con EV se caracterizaban por una gran dispersion del crecimiento tumoral mediante tincién con
H y E y elevada fluorescencia con GFP después de un periodo de seguimiento de 5 semanas (FIG. 23A y B). Sin
embargo, la fluorescencia con GFP no se detectaba en las secciones de cerebro de ratones tratados con el vector
pCU (FIG. 23A y B). La cuantificacion adicional de las secciones de cerebro tefiidas con H y E puntuada por un
neuropatélogo al que se le oculté el tratamiento, no revelaba diferencia en el tamafio del tumor entre los grupos de
tratamiento con simulado y con vector vacio y una regresion significativa del crecimiento del tumor en un 55 % y en
un 65 % en los grupos tratados con pC y pU en comparacion con los controles. Sin embargo, la regresion total de
los tumores establecidos previamente se revelo6 en el grupo tratado con pCU (FIG. 23). Estos resultados demuestran
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que la supresién de catepsina B y uPAR mediada con ARNi inhibia de forma significativa el crecimiento del tumor
intracraneal.

La administracién intracraneal local de pCU usando bombas mini osméticas inhibia de forma eficaz el crecimiento
del glioma maligno humano. Las bombas mini osméticas mantienen un patrén de exposicion al farmaco bien definido
y coherente durante un periodo de tiempo significativo y se pueden usar de forma satisfactoria para administrar
agentes al cerebro. La regulacién negativa del catepsina B y uPAR da como resultado la inhibicion de la
angiogénesis inducida por tumor. Se usé un ensayo de cocultivo in vitro para someter a ensayo el efecto de pCU en
la angiogénesis. Los resultados demuestran que la catepsina B y uPAR desempefian papeles relevantes en la
estimulacion de la angiogénesis, lo que sugiere un posible mecanismo de accién para la actividad antitumoral de
pCU in vivo en el modelo del tumor intracraneal. Una tincion intensa para la catepsina B esta presente en las células
endoteliales de los neo-vasos pero no en la microvasculatura existente previamente en la préstata. De forma
analoga, se observaba una inmunotincién fuerte de la catepsina B en las células endoteliales microvasculares de
cerebro de rata a medida que se formaban tubos capilares in vitro. Dado que se muestra que la catepsina B es un
inhibidor de los TIMP y los TIMP son inhibidores de la angiogénesis, la catepsina B también podria estimular la
angiogénesis, que tiene un papel relevante en la propagacion del tumor. La direccion de catepsina B y uPAR
mediada por el ARNi suprimia el crecimiento del tumor intracraneal establecido previamente, posiblemente mediante
la inhibicion de la angiogénesis y la capacidad de invasion. Estos resultados también apoyan que la regulacion
negativa de la expresion de genes diana mediada por el ARNSsi es lo suficientemente estable dentro del microentorno
cerebral.

Ejemplo 22. Efecto de constructos de ARNsi en proteina uPAR, y actividad enzimatica de uPA y MMP-9 en
células SNB19 de glioblastoma.

Para inhibir de forma simultanea tres genes endégenos con ARNsi de horquilla, se construyd un vector (pU2M) que
expresaba ARNsi para uPAR (77-98 bases de uPAR humano en ARN), uPA (346-367 bases de uPA humano en
ARN) y MMP-9 (360-381 bases de MMP-9 humano en ARN) bajo el control del promotor de CMV (FIG. 24). Las
bases indican las posiciones en una secuencia de codificacion de longitud completa. El andlisis de transferencia de
Western se realizé para examinar el efecto de la transfeccion de vector vacio/vector codificado (EV/SV), puPAR,
puPA, MMP-9 y pUzM en concentraciones de proteina uPAR en células SNB 19. La banda de la proteina uPAR
estaba presente en células SNB19 transfectadas con EV/SV, puPA y pMMP-9, mientras que se reducia de forma
significativa en células tratadas con puPAR y pU:M (FIG. 25A). El efecto del constructo tricistrénico (pU2M) era
mayor que el de puPAR (FIG. 25A). Los niveles de GAPDH determinaban que se cargaban cantidades iguales de
proteina en el gel (FIG. 25A). Se realizé zimografia de fibrina para examinar el efecto de células SNB 19 tratadas
con EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M en la actividad enzimatica de uPA. Se realizé zimografia de gelatina se
realizé para determinar el efecto de estos constructos en los niveles de MMP-9 en células SNB19. Los niveles de
MMP-9 estaban de significativamente reducidos en células SNB19 tratadas con puPAR, pMMP-9 y pU:M en
comparacioén con las células precursoras, tratadas con EV/SV y puPA (FIG. 25B). De forma interesante, los niveles
de MMP-2 también estaban regulados de forma negativa en las células tratadas con pU2M. Se tuvo cuidado para
cargar cantidades iguales de proteinas. (FIG. 25B). La actividad enzimatica de uPA (MR 55 000) se redujo de forma
significativa en las células tratadas con puPA y pU2M en comparacion con los grupos precursores, tratados con
EV/SV, puPAR y pMMP-9 (FIG. 25C).

El efecto del constructo tricistronico era mas pronunciado que los constructos de ARNSsi individuales para estas
moléculas. Determinada con analisis inmunohistoquimico, la transfeccion de puPAR, puPA, pMMP-9 y pU:M
disminuia las concentraciones de uPAR, uPA y MMP-9 en células SNB 19. La FIG. 25D muestra los niveles de
proteina de uPAR, uPA y MMP-9 en células precursoras, células transfectadas con EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9-
y pUz2M usando anticuerpos especificos para uPAR, uPA y MMP-9. Las respectivas intensidades de uPAR, uPA y
MMP-9 eran elevadas en las células precursoras y en las células transfectadas con EV/SV. Por el contrario, la
intensidad de uPAR disminuia en células SNB19 transfectadas con puPAR y pU2M. La transfeccion de puPA y pUzM
disminuia de forma significativa la intensidad de la proteina uPA en comparaciéon con células precursoras, células
transfectadas con EV/SV, puPAR y pMMP-9. Ademas, la concentracion de proteina MMPs-9 disminuia de forma
significativa en células transfectadas con pMMP-9 y pU2zM en comparacién con células precursoras, células
transfectadas con EV/SV, puPA y puPAR. Estos resultados demuestran que el efecto de los constructos individuales
es especifico de molécula y que el efecto del constructo tricistréonico es mucho mas pronunciado que el de los
constructos individuales solos.

Ejemplo 23. puPAR, puPA, pMMP-9 y pU 2M inhiben la formacion de redes capilares inducida por tumor.

El crecimiento de un tumor glial depende de la induccién de nuevos vasos sanguineos capilares que son necesarios
para apoyar el desarrollo de la masa tumoral. Se usé un sistema de cocultivo en el que las células endoteliales
microvasculares se indujeron con medios acondicionados a partir de células gliales para formar estructuras similares
a capilares para examinar el efecto de la supresion de uPAR, uPA y MMP-9 mediada por el ARNi. El analisis
inmunohistoquimico usando el antigeno del factor VIII para evaluar la formacion de vasos inducida por tumor
sistema de cocultivo in vitro y se realizé tincion con H y E. Las células endoteliales forman estructuras similares a
capilares en presencia de medios acondicionados de células SNB19 precursoras y transfectadas con EV/SV (FIG.
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26A). Por el contrario, la transfeccion de células SNB 19 con vectores que expresan ARNsi para uPA, uPAR y MMP-
9 ya sea de forma individual o en combinacién inhibian parcial o totalmente la formacion de microvasos inducida por
tumor (FIG. 26A). No se detectaban nuevos puntos de ramificacion ni/o un aumento del numero de ramificaciones en
células transfectadas con pU2M en comparacion con células tratadas con EV/SV (FIG. 26A). Ademas, comparada
con células tratadas con EV/SV, la formacion de estructuras similares a capilares se inhibia en ~5 5% en cultivos
tratados con puPAR, ~36 % en cultivos tratados con puPA y ~60 % en cultivos tratados con pMMP-9 (FIG. 26B).

El medio acondicionado a partir de una linea de células de glioblastoma transfectadas con pU:M inhibia las
estructuras el simulado o vector vacio (FIG. 26A-B). Esto indica que la sefial angiogénica necesaria para la
induccion de angiogénesis no estaba presente en las células transfectadas con pUz2M. Tal como se muestra con la
ausencia de induccién angiogénica en células SNB19 de glioma transfectadas con pU:2M, la regulacién negativa de
uPA, uPAR y MMP-9 por el ARNhp provocd la regulaciéon negativa de factores angiogénicos. La ausencia de uPA o
activador de plasminégeno de tipo tisular (tPA) disminuia de forma significativa el desarrollo de experimental
neovascularizacién coroidea en comparacion con ratones de tipo silvestre (WT) o deficientes en uPAR (uPA-/-). Se
ha informado que se producia una disminucién de forma significativa del crecimiento del tumor primario en uPA-/- y
en ratones deficientes en el inhibidor 1 activador de plasminégeno (PAI-1-/-), con respecto a los ratones WT y los
tumores en ratones uPA-/- y PAI-/- presentaban indices de proliferacién mas bajos y apoptéticos mas elevados y
también presentaban una morfologia neovascular diferente, en comparaciéon con los ratones WT. Varios péptidos
que se ha mostrado que inhiben la unién a uPA con presentacion de bacteriéfagos inhiben la angiogénesis y el
crecimiento del tumor primario en ratones singénicos.

Ejemplo 24. puPAR, puPA, pMMP-9 y pU 2M inhiben la invasion en células SNB19.

La degradacion proteolitica de los componentes de ECM es relevante para la invasion de células tumorales. Para
evaluar el impacto de la inhibicion de uPAR, uPA y MMP-9 mediada por ARNSsi en la capacidad de invasion de
glioma, se usaron dos modelos. En el primer modelo, la capacidad de invasién de las células SNB19 transfectadas
con puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M se compar6 con la de las infectadas con el vector EV/SV. Las células SNB19
transfectadas con EV/SV y las células precursoras demostraban una extensa invasion a través de insertos de
Transwell revestidos con Matrigel, como se indica con la intensa tincién de células. Por el contrario, los cultivos
transfectados con puPAR, puPA, pMMP-9 y pU:M eran menos invasivos a través de la membrana basal
reconstituida, como se indica mediante la intensidad de la tincion en comparacién con los controles (FIG. 26C). la
cuantificacion confirmaba que la transfeccion con vectores puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M reducia la invasiéon con
células SNB 19 en un 9 %, 40 %, 15 % y un 2 %, respectivamente, en comparacién con controles precursores y
transfectados con EV/SV (FIG. 26D). La inhibicion de la invasion era mas elevada en células transfectadas con el
constructor tricistronico cuando se comparaba con constructos individuales solos.

El efecto de los vectores puPAR, puPA, pMMP-9 y pUzM se examind usando un ensayo de invasion de esferoides.
Una ventaja potencial, significativa del uso de esferoides de glioma es que las células tumorales que crecen en
cultivos tridimensionales presentan propiedades que se parecen en mayor medida a las de los tumores in vivo. En el
sistema de cocultivo de esferoides, los esferoides de control y los esferoides transfectados con el vector EV/SV
invadian de forma progresiva los agregados de cerebro de rata fetales mientras que los esferoides transfectados con
puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M demostraban una inhibicién de la invasion de parcial a casi completa (FIG. 27A). La
cuantificacion revelaba que los esferoides de glioma invadian los agregados de cerebro de rata fetal en un 30 % en 1
dia, un 55 % en 2 dias y un 95 % en 3 dias, momento en el que el esferoide tumoral y los agregados de rata se
habian combinado en una sola entidad (FIG. 27B). Una tendencia similar se observé con esferoides de glioma
transfectados con el vector EV/SV. Por el contrario, los esferoides tumorales transfectados con el vector pUz2M no
invadian los agregados de cerebro de rata fetal. A los 3 dias, los agregados de cerebro de ratas estaban invadidos
en aproximadamente un 96 %, 95 %, 45 %, 25 % y un 15 % en los cocultivos precursor, transfectados con EV/SV,
puPA, pMMP-9 y puPAR, y en un 1% en los cocultivos transfectados con pU:M (FIG. 27B). Estos resultados
proporcionan una fuerte evidencia de que el pUzM inhibe la invasion de glioma en ambos modelos in vitro.

Ejemplo 25. El pU 2M revierte completamente el crecimiento del tumor intracraneal.

La regulacion negativa de los niveles de uPAR, uPA y MMP-9 se examiné usando cualquiera de constructos
individuales o tricistronicos que causa la regresion de crecimiento del tumor intracraneal establecido previamente en
ratones atimicos. Todos los animales en los grupos de control y tratados con EV/SV tenian tumores cerebrales
intactos que se caracterizaron por una fuerte fluorescencia con GFP (FIG. 27C) mientras que las secciones de
cerebro de los ratones tratados con puPAR, puPA y pMMP-9 tenian tumores pequefos, ilustrados con una
fluorescencia con GFP minima. En particular, la fluorescencia con GFP no se detectaba en secciones de cerebro de
ratones tratados con pU:M (FIG. 27C). La cuantificacion adicional de estas secciones (puntuada por un
neuropatélogo al que se le ocultan las condiciones de tratamiento) no revelaba diferencia en el tamafio del tumor
entre los grupos tratados con precursor y con EV/SV y una regresién significativa del crecimiento del tumor
intracraneal establecido previamente en dos grupos tratados con puPAR, puPA 'y pMMP-9 (un 80 %, un 55 %, y un
68 % respectivamente) en comparacion con los grupos de control (FIG. 27D). Sin embargo, la regresion completa
del crecimiento del tumor intracraneal establecido previamente se revelé en el grupo tratado con pU2M. Estos
resultados demuestran que la supresion de uPAR, uPA y MMP-9 mediada con el ARNi usando un constructo
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tricistrénico erradicarla completamente el crecimiento de glioma maligno en ratones atimicos.
Ejemplo 26. Inhibicién de la fosforilacion de ERK1/2.

Para entender mejor el efecto de la regulaciéon negativa de uPAR, uPA y MMP-9 mediada con el ARNsi en las rutas
de sefalizacion, se sometieron a ensayo los niveles totales y fosforilado de ERK1/2, que estan implicados
directamente en la supervivencia, migracién y proliferacién de las células tumorales. Las transferencias de Western
mostraban que no habia una diferencia significativa en las concentraciones totales de ERK1/2 en células de control y
transfectadas con EV/SV en comparacion con células transfectadas con puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M (FIG. 28).
Sin embargo, la concentracion de fosfo-ERK1/2 se redujo de forma significativa en células SNB19 transfectadas con
el vector pU2M en comparacién con las células SNB19 de control, transfectadas con EV/SV, puPAR, puPA y pMMP-
9. En particular, no habia efecto en los niveles de fosfo-ERK en células SNB19 transfectadas con cualquiera de los
constructos individuales. Los niveles de GAPDH indicaban que se cargaban cantidades iguales de proteina en el gel
(FIG. 28).

Ejemplo 27. Expresién de proteina MMP-9 y catepsina B menor de los ARNsi especificos de gen en una linea
de células de glioma.

Para someter a ensayo la eficacia de la inhibicion de forma simultanea de dos genes endégenos con un vector de
expresion de ARNsi de horquilla, se construyd un vector que expresa ARNsi para catepsina B (732 a 753 bases de
ARNm de catepsina B humana) y MMP-9 (360 a 381 bases de ARNm de MMP-9 humano) bajo el control del
promotor (pCM) del citomegalovirus (CMV) humano (FIG. 29). Las bases indican las posiciones en una secuencia de
codificacion de longitud completa. La FIG. 30A demuestra que la transfeccién con vector pC y pCM inhibia de forma
especifica los niveles de catepsina B en comparacion con los controles simulado, vacio, y vector pM. Los niveles de
B-actina evaluados en la misma transferencia indicaban que la inhibicion de la catepsina B era especifica y
confirmaban la misma carga de muestra. Los niveles de MMP-2 y MMP-9 se determinaron en el medio
acondicionado en las células transfectadas. La cantidad de MMP-9 liberado de las células transfectadas con
simulado y vector vacio (EV) eran las mismas. Las células transfectadas con vector pM y pCM expresaban niveles
bajos de MMP-9 en comparacion con los controles simulado, EV, y pC. No se producia cambio en la expresion de
MMP-2 lo que demuestra la inhibicién especifica de la secuencia del vector pM y pCM (FIG. 30B). Para confirmar
que la disminucion de la actividad de MMP-9 se debia a una disminucidn de la expresion de proteina, el medio
condicionado se analizd usando en inmunotransferencia con un anticuerpo especifico para MMP-9. La banda de la
proteina MMP-9 disminuyé radicalmente con inmunotransferencia del medio acondicionado de las células
transfectadas con vector pM y pCM, pero las bandas eran significativamente mucho mas elevadas en el medio
acondicionado de las células infectadas con el vector vacio o con el vector pC (FIG. 30C).

Ejemplo 28. Inhibicién de la formacion de redes capilares inducida por células tumorales con vector PCM.

El crecimiento de un tumor glial depende de la induccidon de nuevos vasos sanguineos capilares ya que son
necesarios para apoyar el desarrollo de la masa tumoral. Se us6 un sistema de cocultivo en el que se indujeron
células endoteliales microvasculares con células gliales para formar estructuras similares a capilares para examinar
la supresion de catepsina B y MMP-9 mediada por el ARNi. Las SNB19 inducian células endoteliales para su
diferenciacion en estructuras similares a capilares en 72 h. Por el contrario, la transfeccion de células SNB 19 con el
vector que expresa ARNsi para catepsina B y MMP-9 inhibia completamente la morfogénesis de microvasos
inducida por células tumorales (FIG. 31A). La cuantificacion adicional de los puntos de ramificacion y el niumero de
ramificaciones era indetectable en cocultivos transfectados con pCM en comparacién con simulador y vector vacio
(FIG. 31B). Ademas, el efecto era solamente de un 50 % en cocultivos tratados con pC o pM cuando se compara
con vector pCM en relacién estructuras similares a capilares. Para confirmar los experimentos de co cultivo in vitro,
se examino si el vector pCM podia inducir la angiogénesis tumoral in vivo tal como se evalua con el modelo de
ventana dorsal. La implantacion de la camara que contenia células SNB19 transfectadas con simulado y vector vacio
(EV) dio como resultado el desarrollo de microvasos (tal como se indica con flechas) con estructuras finas curvadas
y muchos puntos desangrado diminutos. Por el contrario, la implantaciéon de células SNB 19 transfectadas con el
vector pCM no daba como resultado el desarrollo de microvasos adicionales (FIG.31C).

El mantenimiento del crecimiento de tumores malignos esta muy relacionado con el desarrollo de la red vascular que
proporciona nutrientes al tumor. No se observo la formacién de la una red vascular caracterizada por poligonos
cerrados y estructuras similares a mallas complejas en células tratadas con el vector pCM. Por lo general, esta red
se observa cuando las células de glioma se cocultivan con células endoteliales. La protedlisis de componentes de la
matriz extracelular permite que las células endoteliales migren y libera moléculas de sefializacion angiogénica
almacenadas desde la matriz extracelular. El analisis inmunohistoquimico demostré que la catepsina B estaba muy
expresada en astrocitomas y glioblastomas anaplasicos malignos en comparacién con tejido cerebral normal.

Estos resultados muestran que las MMP pueden estimular la angiogénesis y la falta absoluta de actividad de MMP
puede prevenir la formacion de nuevos vasos sanguineos. La regresion del tumor conseguida con el tratamiento
combinado en la presente divulgacion se debe a las acciones complementarias de catepsina B y MMP-9. La
direccién de la expresion de catepsina B y MMP-9 en células tumorales es un enfoque eficaz para controlar la
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angiogénesis y el crecimiento tumoral.
Ejemplo 29. Efectos de supresion del vector pCM en migracion e invasion de glioma

La migracion celular requiere la regulacion coordinada de las uniones celulares-célula, unién de celular-matriz y
remodelacion de la matriz. Se estudi6 la influencia de la supresion de catepsina B y MMP-9 en la capacidad de las
células para migrar en vitronectina en un ensayo de migracion de esferoides. Se cultivaron esferoides de glioma
multicelulares a partir de células SNB19-GFP en placas de 6 pocillos revestidas con agarosa. Después de
comprobar la viabilidad usando morfologia y exclusion con azul de tripano, los esferoides de diametro similar (100-
200 pm) se transfectaron con simulado, vector vacio (EV) o el vector pCM que expresa ARNsi para catepsina B y
MMP-9. Tres dias después, los esferoides individuales se colocaron en placas revestidas con vitronectina y se
permitié6 que migraran. La FIG. 32A indica que las células de los esferoides de control y de los esferoides infectados
con el vector vacio mostraban una capacidad de las células significativamente mas elevada para migrar en
comparacion con las células infectadas con el vector pCM. La degradacion proteolitica de los componentes de la
matriz extracelular es relevante para la invasion de células tumorales. Para investigar si la expresion del ARNsi para
catepsina B y MMP-9 desempefia un papel en la capacidad de invasiéon de glioma, se comparé la capacidad de
invasion de las células SNB19 transfectadas con el vector pCM con respecto a las células infectadas con simulado y
vector vacio. Las células SNB19 transfectadas con simulado y vector vacio (EV) invadian a través de Matrigel de
forma mas extensa en comparacion con células transfectadas con el vector pCM vector que penetraban a través de
the matrigel (FIG. 32B).

Se examiné el alcance de los efectos supresores del ARNsi en un modelo de invasion de esferoides. Pais feliz en
una ventaja potencial del uso de esferoides de glioma es que se ha mostrado que las células tumorales que crecen
en cultivos tridimensionales inhiben propiedades que se parecen en gran medida a las de los tumores in vivo. Los
esferoides transfectados con simulado y con vector vacio invadian un 25 % de los agregados de cerebro normales
en un dia, un 50 % en todos dias y en tres dias, un 95 % de esferoide de tumor y agregado de cerebro se habian
combinado en una sola entidad (FIG. 32C). Por el contrario, los esferoides de glioma transfectados con el vector
pCM que expresa ARNsi para catepsina B y MMP-9 permanecian separados de los agregados de cerebro normal.

La presente divulgacién muestra que la expresion del ARNSsi dirigida por el promotor de CMV frente a catepsina B y
MMP-9 (pCM) puede silenciar de forma satisfactoria la expresion de catepsina B y MMP-9 en la linea de células
SNB19 de glioblastoma, tal como se analiza mediante transferencia de Western y zimografia de gelatina. Los
resultados también demuestran que el potencial invasivo de las células de glioma tratadas con el vector pCM se
inhibia de forma significativa. Las células cancerigenas se deben separar de las células vecinas y de los
componentes de la matriz extracelular para migrar e invadir. La protedlisis puede modular directamente la adhesion
a la matriz celular ya sea mediante retirada de los sitios de adhesion o mediante exposicion de un sitio de unién, que
a su vez puede influir en la migracién celular. La inhibiciéon de catepsina B y MMP-9 mediada con ARNi bloqueaba de
forma significativa la migracion de las células SNB19 de glioma tal como se muestra en un ensayo de migracion de
esferoides.

Ejemplo 30. El ARNi induce la regresion completa de tumores de glioblastoma en ratones atimicos.

La capacidad del ARNsi para MMP-9 y catepsina B para inhibir la regresién de tumores SNB19 intracraneales se
sometid a ensayo en ratones atimicos. Los ratones con crecimiento de glioma establecido previamente se inyectaron
por via estereotactica con PBS (simulado), vector vacio (EV), pC, pM y vector pCM. Las secciones de cerebro de
ratones tratados con simulado y EV presentaban un crecimiento tumoral rapido mientras que los ratones inyectados
con el vector pCM usando bombas mini osmaéticas en un tumor establecido previamente, daban como resultado una
inhibicion completa del crecimiento tumoral durante un periodo de tiempo de 5 semanas (FIGS. 32A y 32B). La
cuantificacion del tamafio tumoral mostraba una reversion total del tumor en el grupo tratado con vector pCM en
comparacioén con el vector simulado o vacio (FIG. 33C). Las secciones de cerebro de ratones tratados con el grupo
tratado con vector pC o pM, daban como resultado una regresiéon del tumor de aproximadamente un 50 % en
comparacioén con los grupos de control. Las inyecciones intraperitoneales del vector también daban como resultado
una regresién completa del crecimiento del tumor intracraneal establecido previamente sin indicacién de células
tumorales durante un periodo de tiempo largo de varios meses (FIG. 33D). Por lo tanto, el ARNi era capaz de
erradicar completamente el crecimiento del tumor de glioma maligno en este modelo de ratén atimico. La supresién
sostenida del crecimiento del glioma se podria deber a la amplificacién del ARNsi. El ARNsi frente a catepsina B y
MMP-9 elimina el crecimiento del glioma de forma mas eficaz que el oligodesoxinucleétido antisentido para MMP-9 y
catepsina B. Por lo tanto, el control de la expresion tanto de catepsina B como de MMP-9 tiene una significancia
considerable para la regulacion de la progresion del tumor.

Se demostré la eficacia anticancer de la inhibicion mediada por el ARNi de catepsina B y MMP-9. La comparacién de
los efectos supresores de oligonucleétido antisentido y los ARNsi dirigidos frente a las mismas dianas en células de
mamifero revelé que el valor de la Clso para el ARNsi era aproximadamente 100 veces menor que el de los
oligonucledtidos antisentido. La capacidad del ARNsi para silenciar genes diana especificos de secuencia y las
concentraciones menores necesarias para inhibir la expresion genética hacen del ARNi una herramienta potente
para terapia genética.
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Ejemplo 31. Respuesta inmunogénica reducida para los ARNsi de plasmidos circulares

Para desarrollar un vector capaz de producir moléculas de ARNsi de horquilla para uPA y uPAR, se uso6 el vector
pCADN 3 plasmido de expresion en mamiferos. Las FIGS. 34-35 ilustran representaciones esquematicas de las
diversas formas de constructos de ARNi dirigidos por U6 y CMV. Se sintetizaron secuencias de repeticion invertida
autocomplementarias espaciadas con una region deficiente en G y C de 9 bases dirigida a uPA (346 a 367) y uPAR
(77 a 89). Los oligos para uPA se terminaron con sitios Hindlll y los oligos para uPAR se terminaron con BamHI y se
auto hibridaron mediante calentamiento a 100 °C durante 5 min y se enfriaron a temperatura ambiente en 6x SSC
que dio como resultado la formacidén de moléculas de ADN bicatenario con los respectivos extremos de sitios de
restriccion adhesivos. Estas moléculas de ADNds se ligaron a los sitios BamHI y Hindlll del vector de plasmido
pCADNS3, dando como resultado la formacion de un plasmido que contenia repeticiones invertidas para uPA y uPAR
corriente abajo del promotor de CMV y se terminaban con un terminador de BGH. El plasmido resultante,
denominado pU2, cuando se transfecta en las células de mamifero daba como resultado la produccién de una
molécula de ARNSsi de horquilla doble que se dirigia tanto a uPA como a uPAR que adicionalmente se procesaban
con un ARNds que reconocia enzimas (DICER) para producir moléculas de ARNsi individuales para inducir el ARNi.
Se usd una secuencia homéloga a GFP en la construccién de un vector codificado. Se usaron secuencias
imperfectas, que no forman una estructura de horquilla perfecta para desarrollar el vector codificado. Dos oligos
autocomplementarios se sintetizaron y se hibridaron para generar una molécula de ADNds con sitios Hindlll. Esta
molécula de ADNds se ligaba en el sitio Hindlll del plasmido de pCADN3. El plasmido resultante se denominaba
pSV. El transcrito dirigido por CMV resultante no tenia estructura de tipo horquilla y no era homdlogo con ningun gen
nativo.

Un casete de expresion que expresa ARNsi para uPA y uPAR se subcloné en el vector lanzadera Ad5 en la regién
AE1 dirigida con cualquiera de un promotor de ARN pol Il o de ARN pol lll. El plasmido resultantes se cotransfectd
con plasmido genémico Ad 5 (tal como PJM17) en 293 células permisivas de replicaciéon para generar particulas de
virus Ad 5 con déficit de replicacién recombinante que contenian casete de expresion de ARNsi para uPA y uPAR
(FIG. 36). Se construyé un vector de ARNi de GFP para determinar la especificidad de la direccién usando ARNi. Se
usaron células SNB19 estables que expresaban GFP como controles y se transfectaron con ARNi dirigido frente a
GFP. Las células transfectadas con ARNi de GFP perdieron la expresién de GFP (FIG. 37) mientras que no se
observo cambio en la expresion del ARNm de GAPDH en la reaccién de RT-PCR (FIG. 44).

Para determinar si los plasmidos circulares con cualquiera de los promotores U6 (ARN pol Ill) o CMV (ARN pol II)
inducen respuesta inmune al nivel celular, se usaron 5 constructos con cualquiera de los promotores U6 o CMV. Las
células SNB19 de glioma humano se transfectaron con plasmidos circulares que contenian cualquiera de los
promotores U6 o CMV para dirigir lo siguiente: ningun inserto denominado vector vacio (EV), inserto de ARNi de
GFP que no formara estructura de horquilla perfecta denominado vector codificado (SV), elemento de expresién de
horquilla de ARNi para uPAR (puPAR), elemento de expresion de horquilla de ARNi para uPA (puPA), una expresion
de horquilla de ARNi doble tanto para uPAR como para uPA (pU2). La RT-PCR se realiz6 para determinar los
niveles de expresion de OAS1. El ARN total se aisl6 de cada una de las células transfectadas después de 48 h de
transfeccion y la RT-PCR se realizé para determinar el nivel de expresién de OAS1 por 50 ng de ARN total. (La RT-
PCR se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen)). No se produjo cambio en los niveles de
ARNm de OAS1 ni en los niveles de ARNm de GAPDH en células SNB19 transfectadas con plasmidos circulares
que contenian cualquiera de los promotores U6 o CMV (FIG. 38).

Ejemplo 32. Comparacion de ARN pol Il (CMV) y ARN pol 11l (U6) como promotores para el inicio del ARNi.

Para determinar la actividad y la eficacia de ARN pol Il y de ARN pol lll, se construyeron vectores de ARNi en
plasmido pSilenciador (Ambion, Austin TX) para vector codificado, uPAR, uPA y combinacién de uPAR-uPA al igual
que en pcADN3. Los constructos de pSilenciador se terminaron con tetra Ts de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las células SNB19 se transfectaron en dos conjuntos, un conjunto contenia promotor de CMV de ARN
pol Il y el segundo conjunto contenia promotor de U6 de ARN pol Ill (C, SV, puPAR, puPA y pU2). 48 h después de
la transfeccion, las proteinas se extrajeron de las cédulas de acuerdo con protocolos convencionales y se cargaron
en un gel de poliacrilamida SDS al 12 % (10 pg/calle). Se realiz6 transferencia de Western y zimografia de fibrina se
realizé de acuerdo con protocolos convencionales y se investigd para uPAR y uPA y el control de carga se determind
mediante investigacion para la GAPDH. A partir de la FIG. 39, era evidente que los constructos de promotor de ARN
pol Il eran mas eficaces en la regulacion negativa de las moléculas diana cuando se comparaba con los constructos
de promotor de ARN pol Ill.

Ejemplo 33. Determinacion del gen OAS1 de respuesta a interferén.

Se usaron constructos de plasmido para vector vacio (EV), vector codificado (SV), uPAR (puPAR), uPA (puPA), y el
constructo bicistrénico para uPAR y uPA (pU2) para determinar el nivel de induccién de interferén en la linea de
células SNB19 de glioma humano. La expresion del gen OAS1 se usé como un indicador para induccién de
interferon. Se usaron plasmidos circulares (C), casete de expresion lineal (L), y casete de expresion lineal
consecuencia sefal de poli A de BGH suprimida (AA). Las células SNB 19 se transfectar un con cantidades
equivalentes del plasmido o los casetes de expresidon mencionados anteriormente (representacion esquematica de
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C, L, AA) y el ARN total se aisl6 después de 48 h de transfeccion usando protocolos convencionales. La RT-PCR se
realizé en las muestras mencionadas anteriormente y los niveles de amplicén de OAS1 se determinaron en gel de
agarosa. Los cebadores usados para amplificacion de OAS1 fueron &’-aggtggtaaagggtggctce-3° y 5'-
acaaccaggtcagcgtcagat-3'. Los cebadores usados para amplificar el casete de expresion de los plasmidos
mencionados anteriormente (EV, SV, puPAR, puPA y pu2)  fueron: cebador  directo
5’ctggtgtcgacctgcttccgegatgtacggged’ y cebador inverso 5’ctggtgtcgacatccccageatgectgetat3’ (FIG. 40).

La RT-PCR para inducciéon de ARNm de OAS1 (2'5-oligoadenilato sintetasa) se realizé para determinar la
importancia de una secuencia sefial de poli A. Se usaron casetes circulares, lineales (solamente casete de
expresion) y de expresion con secuencia sefial de poli A suprimida (C, L, y -A respectivamente). En el caso de EV,
no se esperaba que la longitud global del transcrito fuera superior a 1 kb y la estructura predicha del transcrito no
tenia una estructura de ARNds significativa para inducir una respuesta inmune con o sin una cola de poli A como se
observa en la figura (también en SV) (FIG. 44). Por el contrario, con puPAR, puPA y pU2, la estructura secundaria
predicha poseia estructuras de ARNds pero con la presencia de una cola de poli A, aunque no se detectaba la
induccion de respuesta inmune (expresiéon de OAS1). En el caso de casete de expresion solo, cuando estaba
presente una secuencia sefial de poli A pero el constructo transfectado era lineal, este inducia una respuesta
inmune. Esto indicaba que la presencia de una molécula circular producia una cola de poli A viable; y dado que el
constructo lineal se terminaba justo antes de la secuencia sefal de poli A, el inicio de una cola de poli A viable no se
iniciaba o era incompleto. En el caso de constructos lineales con una secuencia sefal de poli A suprimida, la
respuesta inmune se iniciaba, lo que indicaba que la presencia de una cola de poli A puede ser importante en la
prevencion de una respuesta inmune y en la estabilidad de la molécula de ARN transcrito (FIGS. 41-42).

El ARNm predicho del constructo bicistrénico no se parecia al del ARNmi y tenia una estructura perfecta de lazo y
horquilla para secuencias tanto de uPAR como de uPA. Se introdujo una secuencia de 48 bases formando un
ARNds parcial de 24 bases entre las secuencias de uPAR y uPA para permitir la transcripcion eficaz de ambas
moléculas de ARNSsi. La secuencia bicistrénica se terminaba con una secuencia de poli A codificada con una
secuencia sefial de BGH poli-AA (FIG. 43).

La RT-PCR para el gen OAS1, un gen de respuesta antiviral clasico, indicaba que no habia respuesta inmune al
igual que las células de control transfectadas y EV/SV. La RT-PCR también se realiz6é para transcritos del uPA y
uPAR en células antisentido y transfectadas con ARNi. Tal como se determina con la RT-PCR, no se observd
cambio en los transcritos de ARNm de uPAR o uPA en las células transfectadas antisentido, mientras que los niveles
de ARNm de uPAR o uPA en las células transfectadas con ARNi se redujeron, lo que indica una destruccién del
respectivo ARNm (24 h). El mecanismo del ARNi implica la destruccién de las moléculas de ARNm diana. La
expresion de OAS1 era similar a la de los grupos de control (pGFP, pEV y pSV) lo que indica la ausencia de
respuesta inmune a nivel celular (FIG. 44).

Ejemplo 34. Localizacién in situ de vectores de expresion de ARNi.

Las secciones embebidas en parafina se desparafinaron y se volvieron a hidratar de acuerdo con protocolos
convencionales en condiciones sin nucleasa. Estas secciones se trataron con proteinasa K para revelar cualquier
ADN unido a proteinas. EI ADN se desnaturalizdé de acuerdo con protocolos convencionales. Se tomo el plasmido de
pcADN 3 y el casete de expresion que contenia el promotor del CMV (digerido con Nru | Hind 1ll) se marcé con
fosfatasa alcalina termoestable (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y se hibrid6 con las secciones tratadas. La
hibridacion se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los ratones inyectados con simulado no
presentaban actividad alguna de fosfatasa alcalina, mientras que los ratones tratados con inyecciones IP de EV, SV,
puPAR, puPA o pU2 presentaban actividad de fosfatasa alcalina, lo que indica la presencia del promotor de CMV. La
actividad de la fosfatasa alcalina se localizaban la mayoria de los casos alrededor de los vasos sanguineos vy
mostraba patrones radiantes alrededor de la vasculatura, lo que indica al cruce de los vectores de plasmido que
portan CMV a través de la barrera hematoencefalica (FIG. 45).

Ejemplo 35. Determinacion del gen OAS1 de respuesta a interferon para plasmidos circulares de uPAR-
Catepsina B.

Se usaron constructos de pldsmido para vector vacio (EV), vector codificado (SV), uPAR (pU), catepsina B (pC), y el
constructo bicistronico para uPAR y catepsina B (pCU) para determinar el nivel de induccion de interferén en la linea
de células SNB19 de glioma humano. La expresion genética de OAS1 se usé como un indicador de la induccién de
interferén. Se usaron plasmidos circulares (C), casete de expresion lineal (L), y casete de expresion lineal con
secuencia sefal de poli A de BGH suprimida (-A). Las células SNB19 se transfectaron con cantidades equivalentes
del plasmido o casetes de expresion mencionados anteriormente y el ARN total se aislé después de 48 h de
transfeccién usando protocolos convencionales. La RT PCR se realizé en las muestras mencionadas anteriormente
y los niveles de amplicon de OAS1 se determinaron en un gel de agarosa. Los cebadores usados para la
amplificacion de OAS1 fueron 5’-aggtggtaaagggtggctcc-3’ y 5’-acaaccaggtcagcgtcagat-3’. Los celadores usados para
amplificar el casete de expresion de los plasmidos mencionados anteriormente (EV, SV, pU, pC y pCU) fueron:
cebador directo 5'ctggtgtcgacctgcttccgecgatgtacggged’ y cebador inverso 5' ctggtgtcgacatccccageatgcectgcetat3.
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La RT-PCR para induccion de ARNm de OAS1 (2',5-oligoadenilato sintetasa) se realizé6 para determinar la
importancia de una secuencia sefial de poli A. Se usaron casetes circulares, lineales (solamente casete de
expresion) y de expresion con secuencia sefal de poli A suprimida (C, L, y -A respectivamente). En el caso de EV y
SV, no se detectd sobre induccion de ARNm de OAS1. En el caso de EV, no se esperaba que la longitud global del
transcrito fuera superior a 1 kb y la estructura predicha del transcrito no tenia una estructura de ARNds significativa
para inducir una respuesta inmune con o sin una cola de poli A como se observa en la figura (también en SV). Por el
contrario, con pU, pC y pCU, la estructura secundaria predicha poseia estructuras de ARNds pero con la presencia
de una cola de poli A, aunque no se detectaba la induccién de respuesta inmune (expresion de OAS1). En el caso
de casete de expresion solo, cuando estaba presente una secuencia sefial de poli A pero el constructo transfectado
era lineal, este inducia una respuesta inmune. Esto indicaba que la presencia de una molécula circular producia una
cola de poli A viable; y dado que el constructo lineal se terminaba justo antes de la secuencia sefal de poli A, el
inicio de una cola de poli A viable no se iniciaba o era incompleto. En el caso de constructos lineales con una
secuencia sefial de poli A suprimida, la respuesta inmune se iniciaba, lo que indicaba que la presencia de una cola
de poli A puede ser importante en la prevenciéon de una respuesta inmune y en la estabilidad de la molécula de ARN
transcrito.

La induccion de OAS1 se examinoé en tumores de xenoinjerto intracraneal tratados con EV, SV, pU, pC y pCU. Se
incluyeron los ratones normales que se trataron con interferén a (3 pg/ratén) por via intracraneal y se sacrificaron 5
horas mas tarde. El bazo y el higado se usaron como tejidos de control normal para corroborar la especificidad del
anticuerpo en el que la presencia de expresion de OAS1 estara presente en condiciones normales. Ademés, de la
inmunohistoquimica, se realizd hibridacion in situ en estos tejidos usando oligos sentido (acaaccaggtcagcgtcagat)
para determinar los niveles de ARN en OAS1. Solamente habia una expresion muy minima de ARNm de OAS1 y
proteina en los cerebros de raton con tumores intracraneales con intracraneal o en los cerebros de los ratones
tratados con pU, pC y pCU. En particular, no se producia inducciéon de OAS1 en el grupo tratado con pCU.

MATERIALES Y METODOS
Construccion de plasmido se expresan ARN de horquilla pequeiia:

uPA-uPAR: Se sintetizaron y se hibridar un oligonucleétidos de interferencia pequefios especificos para uPA de 346
a 367 bases (agcttGagagccctgctggcgegcecatatataatggcgegecagecagggcetetca) y para uPAR de 77 a 98 bases
(gatccTacagcagtggagagcgattatatataataatcgctctccactgetgtag). Se construyd un vector de plasmido de ARNi uPA-
uPAR que expresan los ARNsh tanto para uPA como para uPAR bajo el control de un promotor de CMV humano
mediante la insercion de pares de oligonucleétidos de ADN hibridados especificos para uPA en el sitio Hind 11l y
UuPAR en el sitio BamHI secuencialmente en el vector pcADN3 (sh-uPAuPAR). También se construyeron vectores de
expresion de ARNsh para uPA (sh-uPA) y uPAR (sh-uPAR) de forma individual. Un vector codificado con pcADN3
con una secuencia imperfecta, que no forma parte de la estructura de horquilla perfecta, se us6 para desarrollar el
vector codificado para uso como un control. Los controles de vector vacio (EV) y de vector codificado (SV) se han
sometido al ensayo en multiples lineas celulares y no demuestran ninguna toxicidad con respecto a células tal como
se demuestra con el ensayo de MTT después de transfeccidon asi como que no tienen efecto en la expresion de
genes constitutivos, GAPDH y y-actina.

uPAR y MMP-9. Se us6 pcADN 3 para la construccion de un vector que expresa ARNSsi tanto para uPAR como para
MMPs-9 corriente abajo del promotor de citomegalovirus (CMV) (Esquema 1). La secuencia de uPAR de +77 a +98
se usé como la secuencia diana y por conveniencia se us6 un oligo de autocomplementariedad. La secuencia de
uPAR de 21 bases de longitud con una region lazo de 9 bases y sitios de BamHI se incorporaron en los extremos
(gatcctacagcagtggagagcgattatatataataatcgctctccactgcetgtag). El oligo se autohibridd en 6x SSC usando protocolos
convencionales y se ligé en el sitio BamHI| de un plasmido vector de pcADN-3. De forma analoga, una secuencia
complementaria de MMP-9 de +360 a +381 (aattcaagtggcaccaccacaacaatatataattgttgtggtggtgccacttg) con sitios
EcoRI incorporados en los extremos se ligd en el sitio EcCoRI del vector que contenian la secuencia de ARNsi para
uPAR. Por ultimo, esto dio como resultado un plasmido de expresion de ARNsi para uPAR y MMP-9 con una
separacion de 35 pb. La orientacion de cualquier inserto no importaba dado que los oligos son autocomplementarios
y tienen una simetria bilateral. El terminador SV40 sirvi6 como una sefial de parada para la sintesis de ARN.

Catepsina B y uPA: Se us6 pcADN 3 para la construccion de un vector que expresa ARNSsi tanto para catepsina B
como para UPAR corriente abajo del promotor de citomegalovirus (CMV) (FIG. 17). La secuencia de uPAR de +77 a
+98 se us6 como la secuencia diana y por conveniencia se us6 un oligo autocomplementario. Se usé la secuencia
de uPAR de 21 bases de longitud con una region lazo de 9 bases con sitios BamHI incorporados en los extremos
(gatcctacagcagtggagagcgattatatataataatcgcetctccactgctgtag). El oligo se autohibridé en 6x SSC usando protocolos
convencionales y se ligd en el sitio BamHI de un plasmido vector de pcADN-3. De forma analoga, una secuencia
complementaria de catepsina B de +732 a +753 (tcgaggtggcctctatgaatcccaatatataattgggattcatagaggccacc) con sitios
Xhol incorporados en los extremos se ligd en el sitio Xhol del vector que contenian la secuencia de ARNsi para
uPAR. Por ultimo, esto dio como resultado un plasmido de expresion de ARNSsi para catepsina B y uPAR
denominado pCU. También se construyeron vectores de expresién de ARNsi individuales para uPAR (pU) y
catepsina B (pC). La orientacién de cualquier inserto en el individual o bicistronico no importaba dado que los oligos
eran autocomplementarios y presentaban simetria bilateral. Un terminador de BGH poli A sirvié como una sefial de
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parada para la sintesis de ARN de los tres constructos.

UPAR, uPA y MMP-9: Se us6 pcADN3 para la construccion de un vector que expresa ARNsi para uPAR, uPA 'y
MMP-9 corriente abajo del promotor de citomegalovirus (CMV). La secuencia de uPAR de +77 a +98 se us6 como la
secuencia diana y por conveniencia se us6 un oligo autocomplementario. Se usé la secuencia de uPAR de 21 bases
de longitud con wuna regidbn lazo de 9 bases con sitios BamHI incorporados en los extremos
(gatcctacagcagtggagagcgattatatataataatcgcetctccactgctgtag). El oligo se autohibridé en 6x SSC usando protocolos
convencionales y se ligd en el sitio BamHI de un plasmido vector de pADN3. De forma analoga, la secuencia
complementaria de uPA de +346 a +367 (agcttgagagccctgetggegegecatatataatggecgegecageagggctctca) con sitios
Hindlll incorporados en los extremos se ligb en el sitio Hindll y MMP-9 de +360 a +381
(aattcaagtggcaccaccacaacaatatataattgttgtggtggtgccacttg) se ligé en el sitio EcoRl del vector que contenia la
secuencia de ARNsi para uPAR y uPA. Por ultimo, esto dio como resultado un plasmido de expresién de ARNsi para
uPAR, uPA y MMP-9 denominado pUzM. También se construyeron vectores de expresion de ARNsi individuales
para uPAR (puPAR), uPA (puPA) y MMP-9 (pMMP-9). La orientaciéon del inserto en cualquiera del constructo
individual o tricistronico no era un factor porque los oligos eran autocomplementarios y presentaban simetria
bilateral. El terminador de BGH poli A sirvi6 como una sefial de parada para sintesis de ARN para los cuatro
constructos.

Catepsina B y MMP-9: Se sintetizaron secuencias de repeticion invertida autocomplementarias espaciadas con una
region deficiente en G y C de 9 bases dirigida a catepsina B (732 a 753) y MMP-9 (360 a 381). Los oligos para
catepsina B se terminaron con sitios Xhol y los oligos para MMP-9 se terminaron con EcoRI y se auto hibridaron
mediante calentamiento a 100 °C durante 5 min y se enfriaron a temperatura ambiente en 6x SSC que daria como
resultado la formacion de moléculas de ADN bicatenario con los respectivos extremos de sitios de detencién
adhesivos. Estas moléculas de ADNds se ligaban a los sitios Xhol y EcoRI del vector plasmido de pCADN, dando
como resultado la formacién de un plasmido que contenia repeticiones invertidas para catepsina By MMP-9
corriente abajo del promotor del CMV y terminadas con un terminador de SV40. El plasmido resultante denominado
pCM transfectado a células de mamifero daria como resultado la producciéon de una molécula de ARNsi de horquilla
doble dirigida tanto a Catepsina B como a MMP-9 que se procesaria adicionalmente mediante un ARNds de
reconocimiento enzimatico (DICER) para producir moléculas de ARNsi individuales para inducir ARNi (Esquema 1).

Condiciones de cultivo y transfeccion celular:

Células de cancer de prostata:  Se obtuvieron lineas de células de cancer de prostata humana, LNCaP, DU145 y
PC3, en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Manassas, VA). Las células LNCaP se cultivaron en medio RPMI
complementado con L-glutamina2 mM, 1,5 g/l de bicarbonato sédico, 4,5 g/l de glucosa, HEPES10 mM, y piruvato
sddico 1,0 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células PC3 y DU145 se cultivaron en medio esencial minimo. Ambos
medios contenian suero bovino fetal al 10 % (GIBCO BRL, Lewisville, TX) y penicilina al 5 %/estreptomicina y se
mantuvieron en una incubadora a 37 °C en una atmdsfera humidificada con CO: al 5 %. Se realizaron transfecciones
usando el reactivo Lipofectamine™ 2000 (Life technologies, Rockville, MD) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después de 72 h de transfeccion, las células usaron para ensayos de proliferacion celular, analisis de
inmunotransferencia, analisis de RT-PCR, ensayo de invasién con Matrigel, ensayo de fragmentacion de ADN,
ensayo de EMSA y ensayo de actividad de caspasa. Para inmunotinciéon con DAPI y doble, se realizaron
transfecciones en portaobjetos de camara Lab-Tek Il (Nalge Nunc International, Naperville, IL).

Células de glioblastoma: La linea de células SNB19 de glioblastoma humano mantuvo en DMEM F-12 (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) complementado con FCS al 10 %, 100 pg/ml de estreptomicina y 100 unidades/ml de
penicilina (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 37 °C en una atmdsfera de CO2 al 5 % humidificada. Las células se
transfectaron con pC pU o plasmido de pCU que expresa ARNSsi usando el reactivo Lipofectamine (Invitrogen Grand
Island, NY) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de transfeccion, las células se incubaron en
medio que contenia suero durante 48 h.

Zimografia de fibrina: La actividad enzimatica y el peso molecular de formas de uPA separadas
electroforéticamente se determinaron en medio acondicionado de lineas de células de cancer de préstata, LNCaP,
DU145 y PC3, con SDS-PAGE. En resumen, el gel de SDS-PAGE contiene acrilamida a la que se afadieron
estratos purificados de plasminégeno y fibrindgeno antes de la polimerizacion. Después de la polimerizacion,
cantidades iguales de proteinas en las muestras se sometieron a electroforesis en el gel que se lavo y se tifié. Las
células SNB 19 transfectadas con EV/SV puPAR, puPA, pMMP-9 y que pU2M también se prepararon como se
describe en el presente documento.

Zimografia de gelatina. Se recogieron medios acondicionados a partir de transfectadas con EV/SV, puPAR,
pMMP-9 y pUM y se centrifugaron para retirar residuos celulares. Se sometieron a ensayo veinte microgramos de las
muestras resultantes para actividad de gelatinasa usando dodecil sulfato sddico al 10 %-geles de poliacrilamida que
contenian gelatina (0,5 mg/ml). Los geles se tifieron con negro de Amido (Sigma Aldrich ST LOUIS MO) y la
actividad de gelatinasa se visualizé en forma de areas con bandas transparentes en los geles. Las células SNB 19
transfectadas con EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M también se prepararon como se describe en el presente
documento.
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Analisis de transcripcion inversa-PCR:

UPA-uPAR: Se aisléo ARN celular usando el kit RNeasy de Qiagen y 1 g de ARN se traté con DNasa (10 unidades/g
de ARN, 1 h) y se us6 como un molde para la reaccién de transcripcién inversa (RT, 20 1). La mezcla de reaccion de
RT (Invitrogen) contenia 11 (10 pm) de cebadores. El ADNc resultante se us6 a continuacion en reacciones de PCR
y se analiz6 mediante electroforesis en gel. Se usaron los siguientes cebadores:

uPA-sentido: 5TGCGTCCTGGTCGTGAGCGA 3’;
uPA-antisentido: 5CTACAGCGCTGACACGCTTG 3’;
uPAR-sentido: 5CATGCAGTGTAAGACCCAACGGGGA 3’;
uPAR-antisentido: 5’ AATAGGTGACAGCCCGGCCAGAGT 3;
GAPDH-sentido: 5CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT 3’;y
GAPDH-antisentido: 5AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC3S'.

Tabla: 1
Cebadores de RT -PCR (MMP-9, UPAR) |uPAR CATGCAGTGTAAGACCCAACGGGGA
AATAGGTGACAGCCCGGCCAGAGT
MMP-9 GTTCGAAATTAGTTTGGTTAAC
CCGAATAACTAATATTATAAACG
GAPDH CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC
Sondas usadas sGFP (3) GAGCTGTTCACCGGGGTGGTG
SUPAR (1) CTACAGCAGTGGAGAGCGATT
sMMP-9 (2) |CAAGTGGCACCACCACAACAA

El andlisis de RT-PCR para células SNB19 transfectadas con control/EV, SV, puPAR, pMMP-9 y pUM se realizd
como se describe en el presente documento.

Las condiciones de PCR fueron las que siguen a continuacion: 95 °C durante 5 minutos, seguido de 35 titulos de 95
°C durante 1 min, 55 °C durante 1 minuto, y 72 °C durante 1 minuto. La extension final se produjo a 72 °C durante 5
min. La temperatura de hibridacion varia dependiendo de la secuencia de los diversos constructos y se realizd
siguiendo procedimientos convencionales.

Deteccion de Inmunofluorescencia de PC3: Se fijaron células PC3 transfectadas con diversos plasmidos de
ARNSsh con paraformaldehido al 4 % y se incubaron con anti-uPA (1: 500; Biomeda, Foster City, CA) y/o anti-uPAR
(1: 500; American Diagnostics Inc., Greenwich, CT). Después de lavado, se afadieron anticuerpos secundarios
fluorescentes (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) con una dilucién a 1:500. Las células se lavaron de nuevo
tres veces con PBS, se contratifieron con DAPI. Se tomaron imagenes de fluorescencia usando una Camara RT
Slider Spot con dispositivo de carga acoplado (Diagnostic Instruments Inc, Burroughs Sterling Heights, MI)
conectada a un microscopio (Olympus, Melville, NY) y dirigida con un ordenador equipado con el software v3.5 RT
de aplicacion puntual (Diagnostic instruments, Burroughs Sterling Heights, MI).

Ensayo de invasion en de Células PC3: Después de transfeccion, las células se separaron y se lavaron dos veces
en PBS. Se sembraron 5 x105 células en la camara superior de un inserto Transwell (poros 12 uM) revestido con
Matrigel (0,7 mg/ml) (Collaborative Research Inc., Boston, MA). La camara inferior se rellend con 4001 de medio
RPMI. Después de un periodo de incubacion de 24 h, las células no migradas en la Camara superior se retiraron
raspando cuidadosamente y las células adherentes presentes en la superficie inferior del inserto se tifieron con
Hema-3 y se fotografiaron.

Ensayo de actividad de caspasa in situ : La activacion de la caspasa se detecté usando el kit de deteccion de
policaspasa (Immunochemistry Technologies, Bloomington, IL) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En
este ensayo, los inhibidores de Caspasas de Fluorocromo no citotdxicos, permeables a las cédulas (FLICA) se unen
de forma covalente a un resto de cisteina reactivo en la subunidad grande del heterodimero de caspasa activo,
inhibiendo adicionalmente de este modo la actividad enzimatica. Este kit usa un inhibidor peptidico de muchas
caspasas de fluorometil cetona marcado con carboxifluoresceina (caspasa 1, -3, -4, -5, -6, -7, -8 y -9; FAM-VAD-
FMK), que es una sonda genérica para la deteccion de la mayoria de las caspasas y emite fluorescencia de color
verde. La sefial fluorescente de color verde es una medida directa de la cantidad de caspasa activa en la célula en el
momento en el que se afiade el reactivo. Después de 72 h de transfeccién, la activacion de la caspasa se detectd
mediante tincion de las células con el colorante FAM-VAD-FMK (marcador in situ). EI marcador unido se localizé
mediante deteccion de fluorescencia tal como se observé con un microscopio confocal. Para tincién nuclear se usé
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DAPI.

Ensayo marcador de ADN: Después de transfeccion, las células se cosecharon y se lavaron dos veces en PBS.
Los sedimentos celulares se volvieron a suspender en tampodn de lisis (Tris-HCI 10 mM, NaCl 400 mM, EDTA 1 mM
y Triton X-100 al 1 %) que contenia 0,1 mg/ml de Proteinasa K (Invitrogen) y a continuacién se incub6 a 37 °C
durante 2 h. EI ADN se eliminé de los lisados mediante centrifugacion y a continuacidon se extrajo usando un
volumen igual de fenol/cloroformo y se precipitdé mediante la adicién de etanol absoluto y acetato sédico 0,3 M
(pH 5,2) a -80 °C durante 2 h. ElI ADN se volvio a suspender en tampoén Tris-EDTA (Tris-HCI 10 mM; pH 7,5, EDTA
1 mM), se traté con RNasa A a 37 °C durante 1 h, y a continuacion se resolvioé en un gel de agarosa al 1,5 % tefiido
con bromuro de etidio (0,5 g/ml).

Ensayo electroforético de desplazamiento de movilidad (EMSA): Después de transfeccion, se extrajeron
proteinas nucleares usando un kit de extraccion de proteina (Ambion, Austin, TX) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Las concentraciones de las proteinas nucleares se determinaron en nuestras diluidas usando un
procedimiento con acido bicinconico (Pierce Biochemical Company, Rockford, IL). La interaccién entre Stat 3 en el
estrato de proteina y la sonda de ADN se investigd usando un kit de ensayo electroforético de desplazamiento de
movilidad (EMSA) de Panomics (Redwood City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ensayo de marcado del extremo del fragmento de ADN: secciones de tejido de tumor de préstata tratadas con
ARNsh o control (5 M de espesor) se desparafinizaron y se volvieron a hidratar. A continuacion, las secciones de
tejido se permeabilizaron y cubriendo la muestra de ensayo completa con solucién de Proteinasa K (20 g/ml de
Proteinasa K en Tris 10 mM, pH 8) y se incubd durante 20 min a temperatura ambiente. A continuacion, las
secciones de tejido se lavaron con solucién salina tamponada con Tris (1x de TBS, Tris 20 mM a pH 7,6, NaCl
140 mM). La inactivacion de las peroxidasas enddgenas se consiguié sumergiendo las secciones de tejido en
peroxido de hidrogeno al 3 % diluido en metanol durante 5 min a temperatura ambiente. Los portaobjetos de vidrio
se colocaron a continuaciéon en tampoén de equilibrio Klenow (Tris 50 mM a pH 8, NaCl 50 mM, MgCl2 10 mM)
durante 30 min. A continuacion, las secciones de tejido se incubaron con 60 | de una solucién que contenia una
mezcla de desoxinucledtidos marcados y sin marcar a una proporcion optima de marcado del extremo del fragmento
de ADN con Klenow, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (kit de deteccion de fragmentacién de ADN
Klenow-FragEL, Oncogene Research Products, Cambridge, MA) a 37 °C durante 90 min en una camara
humidificada. La reaccién enzimatica se detuvo mediante incubacion con EDTA (0,5 M, pH 8) durante 5 min a
temperatura ambiente. A continuacion los portaobjetos se lavaron con TBS y se sumergieron en tampén de bloqueo
durante 10 min (BSA al 4 % en PBS) seguido de incubacién con 100 | de una solucion que contenia peroxidasa
estreptavidina durante 30 min en una camara humidificada a temperatura ambiente. A continuacion, las secciones de
tejido se lavaron en TBS y se cubrieron con una soluciéon que contenia 3, 3’ diaminobencidina (DAB, 0,7 mg/ml),
peroxido de hidrogeno y urea (0,6 mg/ml). A continuacién, los portaobjetos se lavaron con agua destilada y se
contratifieron con verde de metilo (0,3 %) durante 30 segundos y se examinaron en un microscopio de fluorescencia
de Olympus. La tincion positiva marcada del extremo del fragmento de ADN se puntué a partir de seis
imagenes/muestras capturadas de forma aleatoria usando el software v3.5 de RT de aplicacién puntual (Diagnostic
instruments, Ml).

Modelo ortotépico de tratamiento de prostata de ratén: Los ratones desnudos macho atimicos (nu/nu; 6-8
semanas de edad) se obtuvieron en Harlan Sprague-Dawley (Indianapolis, IN). La manipulaciéon de los animales y
los procedimientos experimentales son aprobados por el comité de experimentos animales de la University of lllinois
College of Medicine. La implantacion ortotdpica se realizé como se ha descrito anteriormente. En resumen, después
de la anestesia total del cuerpo con quetamina (50 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg), se realizé una incision en la linea
media baja en el abdomen inferior. Se inyectd una suspension de células PC3 cells (1 x 108) en 30 ul de PBS en un
I6bulo lateral de la prostata y la herida se cerrdé con grapas metélicas quirirgicas. Esta concentracion celular era
necesaria para conseguir un crecimiento del tumor local coherente a los 7 dias de la implantacién. Los ratones se
dividieron en cinco grupos de tratamiento con seis ratones por grupo de tratamiento. Los dias 7 y 14 después de la
implantacion, se realizé una incision de la linea media baja y los tumores se inyectaron con constructos de plasmido
que expresaban controles de sh-uPA, sh-uPAR, sh-uPA-uPAR o EV/SV (75 ug/150 ug cada una). En otro conjunto
de experimentos, los ratones implantados por via ortotopica se coinyectaron por via intratumoral con plasmidos de
sh-uPA y sh-uPAR (150 pg cada uno) los dias 7 y 14. Los ratones se sacrificaron 14-15 dias después de la inyeccién
final de plasmido de ARNsh y el crecimiento del tumor primario y los sitios de metastasis se determinaron mediante
inspeccion visual y se fotografiaron. A continuacion, los tumores primarios se escindieron, se midieron y se pesaron.
Las muestras de ensayo se fijaron en formalina y se embebieron en parafina para tincién con H y E. Ademas, una
parte del tejido se congeld de forma instantanea inmediatamente para inmunotransferencia.

Transferencia de Western. Las células SNB19 se transfectaron con simulado, vector vacio, pC, pU o pCU y se
cultivaron 48 h. Al final de la incubacion, las células se cosecharon, se lavaron dos veces con PBS frio y se lisaron
en tampon (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, NP-40 al 1 %, pH 7,4), que contenian inhibidores de
proteasa. Cantidades iguales de proteina (30 pg/calle) a partir de sobrenadantes o células se sometieron a
electroforesis en condiciones no reductoras en geles de acrilamida al 10 %. Después de SDS-PAGE, las proteinas
se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno (Bio-Rad). Para bloquear la uniéon no especifica, la
membrana se incubo durante 2 h en PBS con Tween-20 [T-PBS] al 0,1 % que contenia leche desnatada sin grasa al
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5 % durante 2 h. Posteriormente, la membrana se incub6 durante 2 h con anticuerpo frente a catepsina B, uPAR,
ERK, pERK, FAK o pFAK respectivamente en T-PBS + leche sin grasa al 5 %. Después de lavar en T-PBS, la
proteina en la membrana se visualizé en usando el kit de deteccién ECL™ con un anticuerpo anticonejo marcado con
peroxidasa (Amersham Pharmacia Biotech, Amersham, UK) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para el
control de carga, las membranas se separaron y se investigaron con anticuerpos monoclonales para B-actina, de
acuerdo con protocolos convencionales. El analisis de inmunotincion para células SNB19 que se transfectaron con
EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M también se realiz6 como se describe en el presente documento. Los
siguientes anticuerpos se usaron para el analisis de inmunotransferencia de uPA-uPAR: anti-uPA (Biomeda, Foster
City, CA), anti-uPAR (American Diagnostics Inc., Greenwich, CT), anti-Bax (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA), anti-Bcl-Xsi, (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-caspasa 9 (Cell Signaling Technology Inc.,
Beverly, MA), y anti-GAPDH (Abcam, Cambridge, MA). Los anticuerpos frente a las formas total y fosfo de ERK,
JNK, p38 y Stat 3 se obtuvieron en Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). La transferencia de Western para
células SNB19 que se transfectaron con EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y pU:M también se realiz6 como se
describe en el presente documento.

Analisis inmunohistoquimico.  Las células SNB19 (1 x 10*) se sembraron en portaobjetos de camara de 8 pocillos
revestidos con vitronectina, se incubaron durante 24 h y se transfectaron con EV/SV, puPAR, pMMP-9 y pUM.
Después de otras 72 h, las células se fijaron con formaldehido al 3,7 % y se incubaron con albumina en suero bovino
al 1 % en PBS a temperatura ambiente durante 1 h para bloqueo. A continuacion, los portaobjetos se lavaron con
PBS, se afadi6 cualquiera de anti-uPAR de IgG (conejo) o anti-MMP-9 de IgG (ratén) a una concentracion de 1:200.
Los portaobjetos se incubaron a 4 °C durante una noche y se lavaron tres veces con PBS para retirar el exceso de
anticuerpo primario. Las células se incubaron a continuacién con IgG de conjugado de FITC anti-ratéon o conjugados
de anti-FITC (dilucién a 1:500) durante 1 h a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron a continuacion tres
veces, se cubrieron con cubreobjetos de vidrio y se obtuvieron fotomicrografias fluorescentes. Se obtuvieron
imagenes mezcladas compuestas para visualizar la expresion de uPAR y MMP-9 en células transfectadas con
control/EV, SV, puPAR, pMMP-9 y pUM.

Ensayo de proliferacion de Células SNB19.  El crecimiento celular se evalu6 mediante ensayo de MTS. Para
detectar el efecto de estos constructos en el crecimiento de las células SNB19 in vitro, se midié la masa de células
viables usando el ensayo de colorimetria Cell Titer 96™. Se sembraron 5 x 00° células de glioblastoma por triplicado
en placas de 96 o 24 pocillos y se permiti6 que crecieran durante 24 h antes de la transfeccion con vectores de
medio de cultivo solo (simulado), EV, SV, pC, pU y pCU durante 48 h. A continuacioén, estas células se cambiaron a
medio que contenia suero y se permitieron diferentes intervalos de tiempo. Antes de cada punto temporal, se afiadié
el reactivo de MTS y continud la incubacién durante un periodo adicional de 2 h para permitir el desarrollo de color.
Se midiéo A490 en cada pocillo usando un lector de placas de ELISA. Las lecturas de absorbancia para cultivos
celulares a corto plazo con respecto a largo plazo se compararon, y los efectos de estos constructos se interpretaron
con respecto al crecimiento de los grupos sin tratar/control correspondientes. El porcentaje de inhibicion del
crecimiento debido a los constructo de ARNsi se calcul6 con respecto a la tasa de crecimiento de las mismas células
en el mismo medio menos estos constructos.

Ensayos de proliferacion de células PC3: La viabilidad de células 72 h después de la transfeccion se evalud
usando un ensayo de MTT. Se afadi6 MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (Sigma) al
medio de cultivo en cada pocillo a una concentracion de 500 g/ml, y las placas se incubaron durante 4 h a 37 °C. Se
anadié inmediatamente acido-isopropanol (HCI 0,04 N/isopropanol) a los pocillos y se mezclé vigorosamente de
modo que los cristales de color azul oscuro se disolvieron de forma eficaz. La absorbancia se midié 570 nm
(Benchmark, BIORAD, Hercules, CA).

Ensayo angiogénico in vitro de SNB19. Se sembraron células SNB19 cells (2 x 10*) en portaobjetos de camara de
8 pocillos y se transfectaron con simulado, EV, pU, pC y pCU de acuerdo con protocolos convencionales. Después
de un periodo de incubacion de 24 h, el medio se retird y se sembraron 4 x 10* células endoteliales de dermis
humana y se permitié6 el cocultivo durante 72 h. Después de fijacion en formaldehido al 3,7 %, las células
endoteliales se investigaron de forma inmunoldgica para factor VIII antigénicos. El anticuerpo del factor VIII se
adquiri6 en DAKO Corporation (Carpinteria, CA). Las células se lavaron con PBS y se incubaron con FITC
conjugado con anticuerpo secundario durante 1 h. y a continuacion se lavaron y se examinaron con un microscopio
de fluorescencia. Los portaobjetos similares de células endoteliales cultivadas en presencia de medios
acondicionados a partir de las células SNB 19 transfectadas con el simulado, EV, pU, pC o pCU se tifieron con Hy E
topara visualizar la formacion de redes. Para la cuantificacion de la angiogénesis uso el software Image Pro soft, el
grado de angiogénesis se midié con el siguiente método: se hizo el recuento del numero de puntos de ramificaciones
y el niumero total de ramificaciones por punto de forma aleatoria (por 10 campos), con el producto indicando el grado
de angiogénesis en comparacion con los controles. Los ensayos angiogénicos in vitro para células SNB19 (2 x 10%)
sembradas en portaobjetos de cdmara de 8 pocillos y transfectados con simulado/EV, puPAR, pMMP-9 y pUM se
realizaron como se describe en el presente documento. Los ensayos angiogénicos para células SNB19
(1 x 10* pocillo™') sembradas en portaobjetos de camara de 8 pocillos, incubadas durante 24 horas y transfectadas
con EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y que pUz2M se realizaron como se describe en el presente documento.
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Modelo de camara de pliegue cutdneo dorsal: Se alimentaron ratones desnudos alquimicos (nu/nu; 18
macho/hembra, 28-32 g) y se mantuvieron dentro de un entorno sin gérmenes con patégenos especificos con la
técnica de implantacion del modelo de cdmara de pliegue cutaneo dorsal. Se siguieron técnicas quirurgicas estériles
para animales pequefios. Los ratones anestesiaron mediante inyeccion ip con quetamina (50 mg/kg) y zilazina
(10 mg/kg). Una vez que el animal se anestesié completamente, se realizé6 un saco de aire dorsal en el raton
mediante inyeccion de 10 ml de aire. Se prepararon camaras de difusién (Fisher) mediante alineamiento de
membranas de 0,45 micrometros de Millipore (Fisher) en ambos lados del borde del anillo en "O" (Fisher) con
sellado. Una vez que las camaras estaban secas (2-3 min), se esterilizaron con variacion UV durante 20 min. Se
usaron 20 ul de PBS para humedecer las membranas. Se inyectaron 2 x 10° células SNB 19 (simulado, vector vacio
o pCU transfectado), suspendidas en 100-150 ul de PBS estéril, en la camara a través de abertura del anillo en "O".
La abertura se cerré herméticamente con una pequefa cantidad de cera 6sea. Se realizé una incision superficial de
Y2 a 2 cm de forma horizontal a lo largo del borde del saco de aire dorsal y el saco de aire que se abrié. Con la ayuda
de forceps, las camaras se colocaron por debajo de la piel y se suturaron con cuidado. Después de 10 dias, los
animales se anestesiaron con quetamina/xilazina y se sacrificaron mediante perfusion intracardiaca con solucién
salina (10 ml) seguido de una solucion de 10 ml de formalina al 10 %/fosfato 0,1 M y seguido de solucion de FITC al
0,001 % en PBS. Los animales se sensibilizaron con cuidado alrededor de las camaras implantadas y las camaras
implantadas se retiraron desde la fascia aérea s.c. El pliegue cutaneo que cubria las camaras se fotografié con luz
visible y para fluorescencia de FITC. Se hizo recuento de los nimeros de vasos sanguineos dentro de la camara en
la zona de la fascia del saco de aire y sus longitudes se midieron. También se usaron células SNB 19 transfectadas
con EV/SV, puPAR, pMMP-9 y pUM para modelo de cdmara de pliegue cutaneo dorsal como se describe en el
presente documento.

Ensayo de Migracion de Células SNB19:  Una suspension de 2 x 108 en medio de Eagle modificado con Dulbecco
de una variante de expresién de GFP de células SNB19 se pipeted en placas de cultivo de tejido de 100 mm de
unioén ultra baja y se cultivaron hasta que se formaron agregados esferoides. Se seleccionaron esferoides que
median ~150 ym de diametro (aproximadamente 4 x 10* células/esferoide), se transfectaron con simulado, vector
vacio, pC, pU y pCU y se cultivaron durante 48 h. 72 h después de la transfeccion, un esferoide de un solo glioma se
puso en cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos revestida con vitronectina (50 pyg/ml) y se cultivé con 200 ul de
medio libre sin suero. Los esferoides se incubaron a 37 °C durante 24 h, tras lo cual los esferoides se fijaron y se
tiferon con Hema-3 y se fotografiaron. La migracion de las células desde los esferoides a las monocapas se midié
usando un microscopio calibrado con una plataforma y micrometro ocular y se us6 como un indice de migracion
celular. Las células de glioblastoma se sembraron por triplicado en placas de 96 o 24 pocillos y se permitié que
crecieran durante 24 h antes de la transfeccion con medio de cultivo solo (simulado), EV/SV, puPAR, pMMP-9 y
pUM como se describe en el presente documento. Se realizaron ensayos de migracion celular para células SNB19
transfectadas con EV/SV, puPAR, pMMP-9 y pUM como se describe en el presente documento. Los ensayos para
células SNB19 (1 x 10* pocillo') sembradas en portaobjetos de camara de 8 pocillos, incubadas durante 24 horas y
transfectadas con EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M se realizaron como se describe en el presente documento.

Ensayo de invasion en camara de Boyden de células SNB19: La capacidad de invasion in vitro de células SNB19
cells en presencia del vector que expresa ARNsi para catepsina B y uPAR se evalud usando un ensayo modificado
en camara de Boyden. Las células SNB19 se transfectaron con simulado, EV, pU, pC o vector pCU que expresa
ARNSi para catepsina B y uPAR individual o en conjunto durante 48 h. Se suspendieron 1 x 108 células en 600 pl de
medios y suero complementado con BSA al 0,2 % y se colocaron en el compartimento superior de las camaras
Transwell (N° de Cat 07-200-158 de Corning Costar Fischer Scientific, Pittsburg, PA) revestidas con Matrigel (0,7
mg/ml). El compartimento inferior de la cdmara se rellené con 200 ml de medio sin suero y se permitié que las
células migraran durante 24 h. Después de incubacion, las células se fijaron y se tifieron con Hema-3 y se
fotografiaron. Se realizé cuantificacion del ensayo de invasion. Los ensayos para células SNB19 (1 x 10* pocillo")
sembradas en portaobjetos de camara de 8 pocillos, incubadas durante 24 horas y transfectadas con EV/SV,
puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M se realizaron como se describe en el presente documento.

Ensayo de SNB19 Esferoide: Se sembraron células de glioblastoma SNB19 (3 x 108) en placas de cultivo de
tejidos de 100 mm (Coming, Corning, NY) revestiras previamente con agar al 0,75 % preparadas en DMEM y se
cultivaron hasta que se formaron agregados esferoides. Se seleccionaron esferoides de 100-200 ym de didmetro y
se transfectaron con simulado, vector vacio, pC, pU y pCU durante 48 h. Tres dias después de la infeccion, se
tineron esferoides de SNB19 con el colorante fluorescente Dil y se colocaron en contacto con agregados de cerebro
de rata fetal tefiidos con DiO. La destruccién progresiva de los agregados de cerebro de rata fetal y la invasiéon de
células SNB 19 se observaron con microscopia de barrido laser confocal y se fotografiaron como se ha descrito
anteriormente. El volumen restante de agregados de cerebro o esferoides tumorales durante los cocultivos se
determiné como se ha descrito anteriormente. Los ensayos de esferoides para células SNB19 transfectadas con
EV/SV, puPAR, pMMP-9 y pUM se realizaron como se describe en el presente documento. Los ensayos para células
SNB19 (1 x 10* pocillo') sembradas en portaobjetos de camara 8 pocillos, incubadas durante 24 horas vy
transfectadas con EV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M se realizaron como se describe en el presente documento.

Experimentos con ratones para analisis de glioma. Se inyectaron células SNB19 GFP (2 x 10°) en los cerebros

de ratones atimicos usando un marco estereotactico. Después de 8-10 dias, los ratones se trataron con simulado,
vector vacio de EV/SV, pC, pU y pCU. La administracion intracraneal in vivo de vectores se realiz6 usando bombas
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mini-osméticas de Alzet (Direct Corp. Cupertion, CA) a la tasa de 0,25 pl/hr, simulado (PBS) de 150 ug de ADN
vector, 150 ug de pC, 150 ug de pU, 150 ug de pCU o vector de puPAR (150 ug), vector de pMMP-9 (150 ug) y
vector de pUM (150 pg) se inyectaron en el cerebro (100 ul por ratén). Todos los experimentos se realizaron de
acuerdo con las directrices institucionales establecidas por el Institutional Animal Control Users Committee que
aprueba los experimentos en la University of lllinois College of Medicine en Peoria. Después de 5 semanas, o
cuando los ratones de control comenzaron a mostrar sintomas, los ratones se sacrificaron mediante perfusion
cardiaca con formaldehido. Los cerebros se retiraron a continuacion y se embebieron en parafina de acuerdo con
protocolos convencionales. Las secciones se prepararon y se observaron para expresion de GFP o se tifieron con H
y E. Las secciones se revisaron de forma oculta y se actuaron de forma semicuantitativa para tamafio del tumor en
cada caso. El area media de tumor por seccién se uso para calcular el volumen tumoral y se comparé entre grupos
de control y tratados. Se realizaron experimentos para células SNB19 (1 x 10* pocillo™') que se sembraron en
portaobjetos de camara de 8 pocillos, se incubaron durante 24 horas y se transfectaron con EV/SV, puPAR, puPA,
pMMP-9 y pU2M como se describe en el presente documento.

Andlisis Estadistico: Se realizaron comparaciones estadisticas usando ANOVA para andlisis de significancia entre
diferentes valores usando el software GraphPad Prism (San Diego, CA). Los valores se expresan como DT media a
partir de al menos tres experimentos separado y las diferencias se consideraron significativas a un valor de P inferior
a 0,05.

Inhibicién del crecimiento tumoral intracraneal. Para el modelo de tumor intracerebral, se inyectaron 2 x 108
células SNB19 GFP por via intracerebral en ratones desnudos. Se permitié que los tumores crecieran durante 10
dias. En este momento, los animales se clasificaron al azar en siete grupos y se inyectaron 150 yg de cada
constructo deEV/SV, puPAR, puPA, pMMP-9 y pU2M en el cerebro usando mini bombas Alzet a la tasa de 0,25 pl h'
(seis ratones en cada grupo). Cinco semanas después de la inoculaciéon del tumor, se sacrificaron seis ratones de
cada grupo mediante perfusion cardiaca con formaldehido al 3,5 % en PBS. Sus cerebros se retiraron y se colocaron
en paraformaldehido al 4 % durante 24 horas, se embebieron en parafina y se seccionaron. Las secciones se
identificaron sistematicamente para fluorescencia con GFP para examinar el crecimiento del tumor en un
microscopio de fluorescencia. Las secciones se revisaron con ocultacién y se puntuaron de forma semicuantitativa
para el tamafio del tumor. El area media del tumor en cada seccién se uso para calcular el volumen tumoral y para
comparacion entre grupos de control y tratados.

Ensayo de invasion con Matrigel. La capacidad de invasion de las células SNB 19 transfectadas se someti6 a
ensayos in vitro con el ensayo de invasién en cadmara de Boyden después de transfeccion con cualquiera del vector
vacio (EV) r el vector que expresa ARNSsi para catepsina B y MMP-9 (pCM). En resumen, se revistieron insertos
Transwell con poros de 8 um con Matrigel (0,7 mg/ml) (Collaborative Research, Inc., Boston, MA). Las células
SNB19 se tripsinaron y se afadieron 500 pl de la suspension celular (1 x 108 células/ml) a los pocillos por triplicado.
Después de incubacion durante 24 h a 37 °C, las células que pasaban a través de los filtros en los pocillos inferiores
se cuantificaron y se expresaron como un porcentaje de la suma de las células en los pocillos superiores e inferiores.
Las células en el lado inferior de la membrana se fijaron, se tifieron con Hema-3 y se fotografiaron. Los ensayos para
otros constructos descritos también se realizaron siguiendo los procedimientos que se describen en el presente
documento.

Administracion de acidos nucleicos: La administracion de los acidos nucleicos se consigue usando cualquier tipo
de método tal como por ejemplo agente lipdfilo, virus que incluyen adeno, adeno asociados o lenti o con virus
modificados. También se usan constructos de plasmido desnudo que son circulares o lineales con extremos romos o
adhesivos, tales como ARN bicatenario, ARN monocatenario, o hibridos de ADN-ARN en los que una de las hebras
es ADN y la otra es ARN, o que tienen cadena principal de ribosa o de desoxirribosa en la misma hembra. ADN,
ARN o hibridos de ADN-ARN revestidos con proteinas o carbohidratos o combinaciones de los mismos, o usados en
conjunto con hormonas o derivados de hormonas. Como moléculas terapéuticas también se puede usar ADN o ARN
quimicamente modificados o hibridos de ADN-ARN para inducir la direcciéon al ARNi de uPAR, uPA, MMP-9 y
Catepsina B en cualquier combinacién. El uso pretendido se realizaria en organismos o lineas celulares eucariotas,
preferentemente en ser humano y lineas celulares humanas.

Algunos métodos y composiciones terapéuticas conocidos por los expertos en la materia para administrar los ARNSsi
o los ARNsh estan dentro del alcance de la presente divulgacion. Por ejemplo, los ARNsi, los ARNsh y otros acidos
nucleicos que se desvelan en el presente documento se pueden administrar en células de mamifero a través de
técnicas tales como administracion de vector viral, métodos de lipofeccion, electroquimicos y bioquimicos. La
administracion basada en virus incluye la generacion de vectores recombinantes adenovirales, lentivirales,
retrovirales o cualquier vector adecuado que albergue un acido nucleico de interés y la administracion de los
vectores virales usando técnicas conocidas por los expertos en la materia. Algunos sistemas de administracion
basados en liposomas incluyen lipofeccidon y composiciones basadas en cardiolipina. La administracion directa de
acidos nucleicos desnudos en combinacién con adyuvantes quimicos o bioquimicos estd dentro del alcance de la
presente divulgacién. Por ejemplo, algunos plasmido circulares que albergan los ARNsi frente a una secuencia diana
tal como, por ejemplo, uPA, uPAR, MMP-9, y catepsina B se pueden inyectar directamente guapa ministra por via
intratumoral o se pueden inyectaron por via intraperitoneal. De forma analoga, algunos acidos nucleicos sintéticos o
preparados de forma quimica también se pueden administrar por via intratumoral o por via intraperitoneal. Ademas,

33



ES 2556272713

la administracién selectiva o especifica de los ARNsi o acidos nucleicos que expresan los ARNsi también se puede
conseguir a través de acoplamiento apropiado con otro agente tal como un acido nucleico peptidico (PNA) o un
anticuerpo o cualquier agente de direccion adecuado. Las técnicas y métodos que se ha mencionado anteriormente
son adecuados y se pueden adaptar para administrar secuencias de acidos nucleicos por via intercelular, por via

5 intracelular, cultivos celulares in vitro, in vivo, dentro de un érgano, a través de la barrera hematoencefalica, a
canceres de proéstata, gliomas, canceres de mama y canceres de colon.

Secuencias: En el presente documento se desvelan algunas para diversos constructos de ARNSsi (secuencia parcial).
La parte subrayada indica las repeticiones invertidas autocomplementarias. La letra inédita indica la secuencia de
10 lazo de intervencion.

UPAR-uPA

GCTARCTAGA GAACCCACTG CTTACTGGCT TATCGAAARTT AATACCGACTC

ACTATAGGGA GACCCA agettGagagccctpctgpepogccatatataatggepegecageagggetetca AGCT

TGGTACCGAG CTCG gatecTacageagtypagagegattatatataataatogotetocactgotgtag GATCCA
CTAGTAACGGE COGCCACGTCT GUTEEAATTC TCCAGATATC CATCACACTG

GCGECCGOTC GAGCATGCAT CTAGRGEGCC CTATTCTATA GTETCACCTA
AATGCTAGAG CTCECTGATC AGCCTCGACT GTGCCTTCTA GTTGCCRECC
ATCTGTTGTT TGCCCCTCCC CCETGCCTTC CTTGACCCTE GAAGGTGCCA
CTCOCACTGT CCTTTCCTAR TAARARSoaAaaazadadadanadaas

Espacio entre lazos de horquilla de 22 bases
15
UPAR-MMP-9

GCTARCTAGHR GARACCCACTG CTTACTGECT TATCGRRATT AARTACGACTC
ACTATAGGGA GACCCA AGCT TGGTACCGAG CTCG

gatecTacagcagtppagagcpattatatataataategetetecactoctotag GATCCA CTAGTARCGGE

CCGCCAGTGT GCTGEG aattCaapiggeaccaccacaacaatatataatigtiptosioaieccactty ARTTC
TGCAGATATC CATCACACTG GCGGCCGCIC GAGCATGCAT CTAGAGGGCC

CTATTCTATA GTGTCACCTA AATGCTAGAG CTCGCTGATC AGCCTCGACT
GTGCCTTCTA GTTECCAGCC ATCTGTTGTT TGCCCCOTCCC CCETECCTTC
CTTGACCCTG GAAGGTGCCA CTCCCACTGT CCTTTCCTAL
TAhRRaaaaazasaaaaaaaaasa

Espacio entre lazos de horquilla de 35 hases

20 UPARCB

GCTAACTAGD GAACCCACTCG CTTACTGECT TATCGRAATT AATACGRACTC
ACTATAGEEA GACCCA AGCT TGETACCGRG CTCGE

gatecTacageagippapagcpattatatatantaatepetetecactgetptag GATCCR CTAGTAACGE
CCGCCAGTGT GCTGG AATTC TGCAGATATC CATCACACTG GCGGCCGC

tegaGetggoctetatgaateccaatatataatippgaticatagagpecace TC GAGCATGCAT CTAGAGGGCC
CTATTCTATA GTGTCACCTA AATGCTAGAG CTCGCTGATC RGCCTCGACT
GITGCOTTCTA GTTGCCAGCC ATCTGTTGTT TECCCCTCCC CCGTGCCTTC
CITGACCCTE GRAGGTGCCA CTCCCACTGT CCTTTCCTRA
TAhANSaaaaaaaaaaqasaaaaaa

Espacio entre lazos de horquilla de 68 hases
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MMP9-CB

GCTAACTAGA GAACCCACTGE CTTACTGECT TATCGAAATT AATACGRCTC
ACTATAGGGA GACCCA AGCT TGGTACCGAG CTCG GATCCA CTAGTRACGG

CCGCCAGTGT GCTGG aattCaagtgpcaccaccacaacaatatataattgttpteatgptoccactty AATTC

TGCAGATATC CATCACACTG GOGGCCGC

tegaGetggectctatgaatcccaatatataattpgpaticatagappccace TC GAGCATGCAT CTAGAGGGCC
CTATTCTATA GTGTCACCTA AATGCTAGAG CTCGCTGATC AGCCTCGACT

GTGCCTTCTA GTTGCCAGCC ATCTETTETT TGCCCCTCCC CCGTGCCTTC
CTTGACCCTG CGAAGGTGCCA CTCCCACTGT CCTTTCCTAR
TARANAaaaasadaaazaasaadaa i

Espacio entre lazos de horquilla de 37 hases

5 UPAR,uPAyCatB

GCTAACTAGA GAACCCACTG CTTACTGGCT TATCGAAATT AATACGACTC
ACTATAGGGA GACCCA AGCT TGGTACCGAG CTICG '

gatecTacageagtggagagepattatatataataategetctecactgetgtag GATCCA CTAGTAACGG

CCGCCAcTacagcaggggggggggattatatataataatcggtcthactgctg’c_a;gGTGT GCTGG AATTC
TGCAGATATC CATCACACTGE GCGGCCGC

tegaGgatopectctatgaatcccaatatataattgggaticatagaggecace TC GAGCATGCAT CTAGAGGGCC
CTATTCTATA GTGTCACCTA AATGCTAGAG CTCGCTGATC AGCCTCGACT
GTGCCTTCTA GTTGCCAGCC ATCTGTTGTT TGECCCCTCCC CCGTGCCTTC
CTTGACCCTG GAAGGTGCCA CTCCCACTGT CCTTTCCTAA
TARARAaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Se desvela un constructo de ARN de interferencia corto multicistronico que comprende al menos una primera y una
segunda secuencias autocomplementarias, en el que el constructo se usa para inhibir la formaciéon de tumores y
para revertir tumores formados previamente.

También se desvela el constructo multicistronico mencionado anteriormente, en el que la primera secuencia
autocomplementaria comprende una secuencia de nucleétidos del receptor del activador de plasminégeno de tipo
uroquinasa humano (UPAR) y su complemento, y la segunda secuencia autocomplementaria comprende una
secuencia de nucleoétidos de activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa humano (uPA) y su complemento.

Ademas se desvela el constructo multicistronico mencionado anteriormente, en el que la secuencia
autocomplementaria de uPA es TGAGAGCCCTGCTGGCGCGCC-lazo-GGCGCGCCAGCAGGGCTCTCA vy la
secuencia autocomplementaria de uUPAR es CTACAGCAGTGGAGAGCGATT-lazo-AATCGCTCTCCACTGCTGTAG.

También se desvela el constructo multicistrénico mencionado anteriormente, en el que las secuencias
autocomplementarias de uPAR y uPA se separan mediante una secuencia de intervenciéon con una longitud de
aproximadamente 22-35 pares de bases.

Ademas se desvela el constructo multicistronico mencionado anteriormente, en el que la secuencia de intervencion
es AGCTTGGTACCGAG CTCG GATC.

También se desvela el constructo de ARN de interferencia corto multicistronico mencionado anteriormente que
comprende al menos una primera y una segunda secuencias autocomplementarias, en el que el constructo se usa
para inhibir la formacion de tumores y para revertir tumores formados previamente, y en el que la primera secuencia
autocomplementaria comprende una secuencia de nucleétidos de receptor del activador de plasminégeno de tipo
uroquinasa (UPAR) y su complemento y la segunda secuencia autocomplementaria comprende una secuencia de
nucleotidos de metaloproteasa de la matriz tipo 9 (MMP-9) y su complemento.

También se desvela el constructo multicistronico mencionado anteriormente, en el que la secuencia
autocomplementaria de uPAR es CTACAGCAGTGGAGAGCGATT-lazo-AATCGCTCTCCACTGCTGTAG vy la
secuencia autocomplementaria de MMP-9 es CAAGTGGCACCACCACAACAA-lazo-
TTGTTGTGGTGGTGCCACTTG.

También se desvela el constructo multicistronico mencionado anteriormente, en el que cada lazo comprende 9
nucledtidos.

Ademas se desvela el constructo multicistronico desvelado anteriormente, en el que cada lazo comprende 9
nucleotidos, y en el que cada lazo es ATATATAAT.

También se desvela el constructo multicistronico mencionado anteriormente que comprende al menos una primera y
una segunda secuencias autocomplementarias, en el que el constructo se usa para inhibir la formacion de tumores y
para revertir tumores formados previamente desvelados anteriormente, y en el que las secuencias
autocomplementarias se separan mediante una secuencia de intervencioén con una longitud de de aproximadamente
22-35 pares de bases.

Ademas se desvela el constructo multicistronico desvelado anteriormente, en el que la secuencia de intervencion es
GATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT GCTGG AATT.

También se desvela el constructo multicistronico mencionado anteriormente que comprende al menos una primera y
una segunda secuencias autocomplementarias, en el que el constructo se usa para inhibir la formacion de tumores y
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para revertir tumores formados previamente desvelados anteriormente, en el que el constructo es un acido nucleico
circular.

Se desvela un método para inhibir la formacién de tumores o para revertir tumores formados previamente, método
que comprende:

(a) administrar el constructo multicistronico de ARN de interferencia corto desvelado anteriormente al tumor; y
(b) reducir la expresién de una pluralidad de genes expresados en el tumor y dirigidos por el constructo de ARN
de interferencia corto, inhibiendo de este modo el tumor.

También se desvela el método mencionado anteriormente, en el que el constructo multicistronico de ARN de
interferencia corto se dirige al receptor del activador de plasminégeno de tipo uroquinasa (UPAR) y el activador de
plasmindgeno de tipo uroquinasa (uPA).

Ademas se desvela el método mencionado anteriormente, en el que el constructo multicistronico de ARN de
interferencia corto comprende TGAGAGCCCTGCTGGCGCGCC-lazo-GGCGCGCCAGCAGGGCTCTCA- secuencia
de intervencion-CTACAGCAGT-GGAGAGCGATT-lazo- AATCGCTCTCCACTGCTGTAG.

Ademas se desvela el constructo de ARN de interferencia corto multicistrénico mencionado anteriormente que
comprende al menos una primera y una segunda secuencias autocomplementarias, en el que el constructo se usa
para inhibir la formacion de tumores y para revertir tumores formados previamente, y en el que los tumores se
inhiben mediante la reduccién de al menos uno de proliferacion de células tumorales, invasién de células tumorales,
migracion de células tumorales y angiogénesis.

Ademas se desvela el constructo de ARN de interferencia corto multicistrénico mencionado anteriormente que
comprende al menos una primera y una segunda secuencias autocomplementarias, en el que el constructo se usa
para inhibir la formacion de tumores y para revertir tumores formados previamente, y en el que los tumores se
seleccionan entre el grupo que consiste en cancer de prdstata, glioma, cancer de mama, y melanoma.

También se desvela el constructo de ARN de interferencia corto multicistronico mencionado anteriormente, en el que
el constructo se administra a través de administracion directa.

También se desvela el método mencionado anteriormente, en el que el constructo multicistronico de ARN de
interferencia corto se dirige al receptor del activador de plasminégeno de tipo uroquinasa (UPAR) a la
metaloproteasa de la matriz tipo 9 (MMP-9).

También se desvela el método mencionado anteriormente, en el que el constructo multicistronico de ARN de
interferencia corto comprende CTACAGCAGTGGAGAGCGATT-lazo-AATCGCTCTCCACTGCTGTAG- secuencia de
intervencion-CAAGTGGCACCAC-CACAACAA-lazo- TTGTTGTGGTGGTGCCACTTG.

Se desvela una molécula de ARN de interferencia corto seleccionada entre el grupo que consiste en moléculas de
ARN dirigidas a:

(a) receptor del activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa (UPAR) y metaloproteasa de la matriz tipo 9
(MMPs-9) comprendiendo la molécula de ARN de interferencia corto, la secuencia de acidos nucleicos
CUACAGCAGUGGAGAGCGAUU-lazo-AAUCGCU-CUCCACUGCUGUAG-espaciador-
CAAGUGGCACCACCACAACAA-lazo- UUGUUGUGGUGGUGCCACUUG; y

(b) receptor del activador de plasminégeno de tipo uroquinasa (UPAR) y activador de plasmindégeno de tipo
uroquinasa (uPA), comprendiendo la molécula de ARN de interferencia corto la secuencia de acidos nucleicos
UGAGAGCCCUGCUGGCGCGCC-lazo-GGCGCGCCAGCAGGGCUCUCA-CUACAGCAGUGGAGAGCGAUU-
lazo-AAUCGCUCUCCACUGCUGUAG.

También se desvela una célula recombinante transformada con el constructo multicistronico mencionado
anteriormente.

También se desvela un virus recombinante transformado con el constructo multicistronico mencionado
anteriormente.
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REIVINDICACIONES

1. Un constructo de ARN de interferencia corto bicistrénico que comprende una primera secuencia
autocomplementaria de receptor del activador de plasminégeno de tipo uroquinasa (UPAR) y una segunda secuencia
autocomplementaria de metaloproteasa de la matriz tipo 9 (MMP-9) y una secuencia de intervencion entre la primera
y la segunda secuencias autocomplementarias de aproximadamente 22-68 pares de bases.

2. El constructo bicistronico de la reivindicacion 1, en el que la secuencia autocomplementaria de uPAR es
CTACAGCAGTGGAGAGCGATT-lazo-AATCGCTCTCCACTGCTGTAG (SEC ID N° 2) y la secuencia
autocomplementaria de MMP-9 es CAAGTGGCACCACCACAACAA-lazo-TTGTTGTGGTGGTGCCACTTG (SEC ID
N°: 4).

3. El constructo bicistronico de la reivindicacion 2, en el que cada lazo comprende 9 nucleétidos.

4. El constructo bicistronico de la reivindicacion 3, en el que cada lazo es ATATATAAT.

5. El constructo bicistréonico de la reivindicacion 1, en el que la secuencia de intervencion es GATCCA
CTAGTAACGG CCGCCAGTGT GCTGG AATT (SEC ID N°: 5).

6. El constructo bicistréonico de la reivindicacion 1, en donde el constructo es un acido nucleico circular.

7. Composicion farmacéutica que comprende el constructo bicistronico de ARN de interferencia corto de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6.

8. La composiciéon farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que el constructo de ARN de interferencia corto
bicistrénico se dirige al receptor del activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa (UPAR) y a la metaloproteasa de
la matriz tipo 9 (MMP-9).

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que el constructo bicistronico de ARN de interferencia
corto comprende CTACAGCAGTGGAGAGCGATT-lazo-AATCGCTCTCCACTGCTGTAG-secuencia de intervencion-
CAAGTGGCACCAC-CACAACAA-lazo-TTGTTGTGGTGGTGCCACTTG (SEC ID N°S: 2 y 4 respectivamente en
orden de aparicion).

10. El constructo bicistronico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para inhibir la formacién de tumores y
revertir tumores formados previamente.

11. El constructo bicistronico para el uso de la reivindicacion 10, en la que los tumores se inhiben mediante la
reduccion de al menos uno de proliferacion de células tumorales, invasion de células tumorales, migracion de células
tumorales y angiogénesis.

12. El constructo bicistrénico para el uso de la reivindicacion 10, en donde los tumores se seleccionan entre el grupo
que consiste en cancer de préstata, glioma, cancer de mama y melanoma.

13. El constructo bicistrénico para el uso de la reivindicaciéon 12, en donde el constructo se debe administrar por via
sistémica.

14. El constructo bicistronico para el uso de la reivindicacion 12, en donde el constructo se debe administrar a través
de administracion directa.

15. Una célula recombinante transformada con el constructo bicistrénico de la reivindicacion 1.

16. Un virus recombinante transformado con el constructo bicistrénico de la reivindicacion 1.
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