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DESCRIPCION
Compuestos anticonexina 43 para el tratamiento de heridas crénicas
Campo

La presente invencion se refiere a un compuesto anticonexina 43 para usar en un método de tratamiento de una herida
cronica en un sujeto, que comprende administrar al sujeto de 0,1 ug a 1 gramo del compuesto anticonexina 43.

Antecedentes de la invencién
Lo siguiente incluye informacion que puede ser util para comprender las presentes invenciones.

La enfermedad coronaria es la principal causa de muerte en la mayoria de los paises occidentales. Se ha informado
que las tasas de mortalidad por enfermedad cardiovascular varian desde 29 (en hombres, 24 para mujeres) por 100000
en Canada, hasta 213 (hombres, mujeres 154) en la Federacion Rusa. Para otros paises occidentales, la tasa es de
31 a 55 (43 - 26). Aproximadamente la mitad de las muertes atribuibles al accidente cerebrovascular son el resultado
de complicaciones médicas, tales como neumonia y sepsis, y la mitad son atribuibles a complicaciones neurolégicas,
tales como un nuevo infarto cerebral y edema cerebral. Brott, T. and Bogousslavsky, J., New Engl. J. Med. 343: 710 -
722 (2000).

Los accidentes cerebrovasculares son la tercera causa de muerte en los paises desarrollados y tienen un impacto
devastador en la salud publica. Aproximadamente cada afio ocurren 700,000 nuevos casos de accidente
cerebrovascular en los Estados Unidos (American Stroke Association). Aproximadamente el 25 % de los pacientes
con accidente cerebrovascular mueren como un resultado del accidente cerebrovascular o de sus complicaciones
resultantes. Ademas, casi el 50 % de las victimas de accidente cerebrovascular tienen problemas de salud de
moderados a graves y discapacidades a largo plazo. Aunque la incidencia de accidente cerebrovascular isquémico ha
disminuido en los ultimos 20 afos, la edad media de la poblacion ha aumentado, lo que resulta en un aumento continuo
en el nimero absoluto de accidentes cerebrovasculares. Las proyecciones recientes indican que para el afio 2050, se
producirdn mas de 1 millén de accidentes cerebrovasculares cada afio en los Estados Unidos. Los accidentes
cerebrovasculares son, generalmente, el resultado de numerosas afecciones subyacentes que disminuyen el flujo de
sangre al cerebro y causan discapacidad o muerte. Aproximadamente el 85 por ciento de los accidentes
cerebrovasculares son de naturaleza isquémica (coagulo de sangre o bloqueo de un vaso sanguineo). Foulkes MR, y
otros, Stroke; 19:547-54 (1988). Un accidente cerebrovascular isquémico puede ser causado por un coagulo de sangre
que se forma dentro de la arteria del cerebro (accidente cerebrovascular trombético), o por un coagulo que se forma
en otra parte del cuerpo y viaja al cerebro (accidente cerebrovascular embdlico), los accidentes cerebrovasculares
trombdticos representan aproximadamente 52 % de todos los accidentes cerebrovasculares isquémicos. Los
accidentes cerebrovasculares tromboticos son generalmente un resultado de la aterosclerosis (donde los vasos
sanguineos se obstruyen con una acumulacion de depdsitos grasos, calcio, y factores de coagulaciéon de la sangre,
tales como el fibrinégeno y el colesterol).

La inflamacién es un proceso multifactorial, y se manifiesta en muchas enfermedades, trastornos, y afecciones que
tienen enormes consecuencias acumulativas para la salud. Las enfermedades inflamatorias, que incluyen la artritis
reumatoide, el lupus, la psoriasis, la esclerosis multiple y el asma, persisten como una causa importante de mortalidad
y morbilidad en todo el mundo. Ademas, las enfermedades autoinmunitarias se asocian con la inflamacién y estan en
aumento, segun los informes afectan mas de 50 millones de personas en los EE.UU. En muchas enfermedades
autoinmunitarias, el dafo celular, tisular, articular y organico resulta de la activacion incontrolada de una inmensa
diversidad de vias inflamatorias. La artritis reumatoide (RA) es una de tales enfermedades inflamatorias crénicas que
se caracteriza por la inflamacion de las articulaciones, lo que provoca hinchazoén, dolor, y pérdida de la funcion. La RA
afecta al menos un estimado de 2,5 millones de personas en los Estados Unidos, y es causada por una combinacion
de eventos que incluyen una infeccion o lesion inicial, una respuesta inmunitaria anormal, y factores genéticos.
Cualquiera de al menos 80 enfermedades autoinmunitarias diferentes puede resultar cuando el sistema inmunitario
deja de ser regulado y ataca el tejido sano.

Las conexinas, conocidas ademas como proteinas de union de intersticio, son proteinas transmembranales de cuatro
pasos con extremos C y N citoplasmaticos. Seis conexinas se combinan juntas para formar un hemicanal denominado
n 4 n
conexon”.

Las uniones de intersticio son estructuras que proporcionan la comunicacién directa de célula a célula. La union de
intersticio se compone por dos conexones que se acoplan, uno aportado por cada una de las células contiguas que al
acoplarse forman una unién de intersticio funcional.

A medida que los ribosomas las traducen, las conexinas se insertan en la membrana del reticulo endoplasmico.
Bennett MV, Zukin RS. Electrical coupling and neuronal synchronization in the Mammalian brain. Neuron. 2004 Feb
19;41(4):495-511. Alli se reunen para formar hemicanales (conexones), que se transportan a la membrana celular en
vesiculas y se difunden a través de la membrana hasta que se encuentran con un hemicanal de la otra célula, con el
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que pueden acoplarse para formar un canal. Id. Las moléculas sobre una conexina le permiten "reconocer” las otras
conexinas en su hemicanal y las del hemicanal de la otra célula, y causan la alineacion correcta y la formacion del
canal. Kandel ER, Schwartz JH, Jessell TM. Principles of Neural Science, 4ta Ed., pp.178-180. McGraw-Hill, Nueva
York (2000).

Las proteinas conexinas tienen una topologia transmembranal comun, con cuatro dominios transmembranales alfa
helicoidales, dos lazos extracelulares, un lazo citoplasmatico, y dominios citoplasmaticos N-terminal y C-terminal. Las
secuencias son mas conservadas en los dominios transmembranales y extracelulares, aunque muchas de las
diferencias funcionales claves entre las conexinas estan determinadas por las diferencias entre los aminoacidos en
estos dominios mayormente conservados. Cada lazo extracelular contiene tres cisteinas con espaciado invariante
(excepto una isoforma) que se requieren para la funcién de canal. El canal de unién se compone de dos hemicanales
unidos por los extremos, cada uno de los cuales es un hexamero de subunidades de conexina. En los canales de
union, las cisteinas en los lazos extracelulares forman enlaces disulfuro intramonédmeros entre los dos lazos, no
enlaces intermondmeros o interhemicanal. La unién homofilica de los extremos entre hemicanales es mediante
interacciones no covalentes. Los estudios de mutagénesis sugieren que la region de acoplamiento contiene estructuras
beta, y puede parecerse en algun grado a la estructura barril beta de los canales de porina. Los dos hemicanales que
componen un canal de unién estan escalonados rotacionalmente en aproximadamente 30 grados entre si, de manera
que las hélices alfa de cada monémero de conexina se alinean axialmente con las hélices alfa de los dos monémeros
adyacentes en el hemicanal opuesto.

Cada conexdn o hemicanal en la membrana debe, en condiciones normales, permanecer cerrado hasta que se acople
con un conexén de una célula vecina. Sin embargo, los inventores creen que cuando una célula que expresa un
hemicanal se expone a un estrés (por ejemplo, fisioldgico, mecanico, etcétera) los hemicanales pueden abrirse incluso
cuando no estan acoplados. La inhibicion de la comunicacion extracelular por hemicanal incluye la inhibicion del flujo
de moléculas pequefias a través de un hemicanal abierto hacia y desde un espacio extracelular o periplasmico. Si bien
no tiene la intencién de estar ligado o limitado a ningiin mecanismo, los modos de accion incluyen el bloqueo (parcial
o completo) del hemicanal, lo que desencadena la internalizacion del conexén que después se elimina de la
membrana, lo que induce un cambio conformacional en las proteinas conexinas para ocasionar el cierre del conexén
y el enmascaramiento o la union a los sitios involucrados en la activacion de la apertura del canal (tales sitios de unién
al calcio).

Se han descrito nucledtidos antisentido (AS) para conexinas y los usos de estos. Ver el documento WO00/44409 de
Becker y otros, presentado el 27 de enero de 2000, "Formulations Comprising Antisense Nucleotides to Connexins."

Sumario

La invencion reivindicada en la presente descripcion se refiere a compuestos anticonexina 43, que incluyen
polipéptidos (por ejemplo, péptidos miméticos y peptidomiméticos, anticuerpos, y fragmentos de anticuerpos y
construcciones sintéticas) y polinucleétidos (por ejemplo, polinucleétidos antisentido), para usar en un método de
tratamiento de una herida crénica en un sujeto, que comprende administrar al sujeto de 0,1 yg a 1 gramo del
compuesto anticonexina 43.

Se describen compuestos y composiciones anticonexinas Utiles para el tratamiento de diversas enfermedades,
afecciones y trastornos en los que la modulacién de las conexinas, los hemicanales, y las uniones de intersticio serian
beneficiosas, por ejemplo, afecciones o trastornos cardiovasculares, neuroldgicos, vasculares, y otras afecciones o
trastornos, que incluyen el tratamiento de las heridas. Ademas, se describen los métodos para usar estos compuestos
y composiciones, asi como también formulaciones farmacéuticas, kits, y dispositivos médicos, por ejemplo.

En un caso, se describen compuestos, composiciones, y los métodos para tratar un sujeto con un trastorno vascular.
Tales métodos incluyen administrar al sujeto un compuesto anticonexina, por ejemplo, un compuesto antisentido, un
péptido mimético, u otro compuesto anticonexina, que incluye los descritos en la presente descripcion, capaces de
inhibir la expresién, formacion, o actividad de una conexina, hemicanal o unién de intersticio.

En otro caso, se describen compuestos y composiciones anticonexina, y los métodos para tratar a un sujeto con un
trastorno inflamatorio. Tales métodos incluyen administrar al sujeto un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro
compuesto anticonexina, que incluyen los descritos en la presente descripcion, capaces de inhibir la expresion,
formacion, o actividad de una conexina, hemicanal, o union de intersticio.

En otro caso, se describen compuestos y composiciones anticonexina, y los métodos para tratar a un sujeto que tiene
una herida. Tales métodos incluyen administrar al sujeto un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro
compuesto anticonexina, que incluye los descritos en la presente descripcion, capaces de inhibir la expresion,
formacion, accioén, o actividad de una conexina, hemicanal o unién de intersticio.

En otro caso, se describen compuestos y composiciones anticonexina y los métodos para tratar a un sujeto junto con
un trasplante o procedimiento de injerto. Tales métodos incluyen administrar al sujeto un compuesto antisentido,
péptido mimético, u otro compuesto anticonexina, que incluye los descritos en la presente descripcion, capaces de
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inhibir la expresién, formacién, accion, o actividad de un hemicanal de conexina. Tales métodos, ademas, son capaces
de inhibir y/o prevenir el edema tisular asociado con los procedimientos de trasplante e injerto.

En otro caso, se describen proteinas de unién anticonexina, que incluyen péptidos miméticos, anticuerpos, fragmentos
de anticuerpos, y similares, que son capaces de unir o modular la expresién, formacion, accién, o actividad de un
hemicanal de conexina. Las proteinas de union son utiles como moduladoras de uniones de intersticio y hemicanales.

En determinadas modalidades no limitantes, el compuesto anticonexina 43 comprende un péptido que contiene una
secuencia de aminoacidos correspondiente a una regién transmembranal de conexina 43. Las conexinas humanas
son una especie preferida.

En un caso descrito, un compuesto anticonexina comprende un péptido que contiene una secuencia de aminoacidos
correspondiente a una porcion de una region transmembranal de una conexina 45. En casos particularmente descritos,
por ejemplo, el compuesto anticonexina es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
aproximadamente 3 a aproximadamente 30 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:62, un péptido que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende aproximadamente 5 a aproximadamente 20 aminoacidos contiguos de la
SEQ ID NO:62, un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende aproximadamente 8 a
aproximadamente 15 aminodacidos contiguos de la SEQ ID NO:62, o un péptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende aproximadamente 11, 12, o 13 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:62. Otros
ejemplos descritos incluyen un compuesto anticonexina que es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos
que comprende al menos aproximadamente 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, o0 30 aminoacidos contiguos
de la SEQ ID NO:62. En determinados compuestos anticonexina descritos en la presente descripcion, los péptidos
miméticos se basan en los dominios extracelulares de conexina 45 correspondientes a los aminoacidos en las
posiciones 46-75 y 199-228 de la SEQ ID NO: 62. Por lo tanto, determinados péptidos descritos en la presente
descripcioén tienen una secuencia de aminoacidos correspondiente a las regiones en las posiciones 46-75 y 199-228
de la SEQ ID NO: 62. Los péptidos no necesitan tener una secuencia de aminoacidos idéntica a las porciones de la
SEQ ID NO: 62, y pueden hacerse cambios conservativos de aminoacidos de manera que los péptidos retengan la
actividad de unién o la actividad funcional en los ensayos descritos en la presente descripcién y conocidos de cualquier
otra manera en la técnica. En otros casos descritos, los péptidos miméticos se basan en regiones peptidicas diana
dentro de la proteina conexina que no son los dominios extracelulares (por ejemplo, porciones de la SEQ ID NO:62
que no corresponden a las posiciones 46-75 y 199-228).

En otra modalidad no limitante pero preferida, un compuesto anticonexina comprende un péptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que corresponde a una porcion de una region transmembranal de una conexina 43. En
modalidades particulares no limitantes, el compuesto anticonexina es un péptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende aproximadamente
3 a aproximadamente 30 aminoéacidos contiguos de la SEQ ID NO:63, aproximadamente 5 a aproximadamente 20
aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:63, un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
aproximadamente 8 a aproximadamente 15 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:63, o un péptido que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende aproximadamente 11, 12, o 13 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:63.
Otras modalidades no limitantes incluyen un compuesto anticonexina que es un péptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende al menos aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, o 30 aminoacidos
contiguos de la SEQ ID NO: 63. En otros compuestos anticonexina, los péptidos miméticos se basan en los dominios
extracelulares de la conexina 43 correspondientes a los aminoacidos en las posiciones 37-76 y 178-208 de la SEQ ID
NO: 63. Por lo tanto, determinados péptidos descritos en la presente descripcién tienen una secuencia de aminoacidos
correspondiente a las regiones en las posiciones 37-76 y 178-208 de la SEQ ID NO: 63. Los péptidos no necesitan
tener una secuencia de aminoacidos idéntica a las porciones de la SEQ ID NO: 63, y pueden hacerse cambios
conservativos de aminoacidos de manera que los péptidos retengan la actividad de unién o la actividad funcional en
los ensayos descritos en la presente descripcion y conocidos de cualquier otra manera en la técnica. En otras
modalidades, los péptidos miméticos se basan en regiones peptidicas diana dentro de la proteina conexina que no
son los dominios extracelulares (por ejemplo, las porciones de la SEQ ID NO:63 que no corresponden a las posiciones
37-76 y 178-208).

Otros compuestos particulares, los métodos para preparar estos compuestos, y los métodos para medir su actividad
se describen con mayor detalle en la presente descripcion.

Alternativamente, los compuestos anticonexina 43, que incluyen los que se usan en determinadas modalidades,
comprenden uno 0 mas compuestos antisentido. Los compuestos antisentido adecuados pueden seleccionarse, por
ejemplo, del grupo que consiste en oligonucleétidos antisentido, polinucleétidos antisentido, desoxirribozimas,
oligonucledtidos de morfolino, moléculas de ARNi, moléculas de siARN, moléculas PNA, ADNzimas, y ARN nucleares
pequefios U1 mutados en el extremo &', y analogos de lo anterior. Estos y otros compuestos pueden usarse solos o
en combinacion con uno o mas miméticos u otros péptidos de union.

Un compuesto anticonexina tal como un compuesto antisentido o péptido mimético puede dirigirse, por ejemplo, a una
o mas de las conexinas 45, 43, 26, 37, 30 y/o 31.1. En determinadas modalidades no limitantes pero preferidas, un
compuesto antisentido o péptido mimético se dirige a la conexina 43. En determinadas modalidades no limitantes pero
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preferidas, un compuesto anticonexina 43 tal como un compuesto antisentido dirigido a al menos aproximadamente 8
bases nucleotidicas de una molécula de acido nucleico que codifica una conexina 43 que tiene una secuencia de
bases nucleotidicas seleccionada de la SEQ ID NO: 12. Un compuesto antisentido puede comprender, por ejemplo,
un compuesto antisentido dirigido a al menos aproximadamente 12 bases nucleotidicas de una molécula de acido
nucleico que codifica una conexina que tiene una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de la SEQ ID NO:12.
En otras determinadas modalidades, un compuesto antisentido comprende una secuencia de bases nucleotidicas
seleccionada de las SEQ ID NOS:1-3. Un compuesto antisentido puede comprender, por ejemplo, un oligonucleétido
antisentido de entre aproximadamente 15 y aproximadamente 35 bases nucleotidicas de longitud, por ejemplo,
aproximadamente 25-30 o aproximadamente 30.

Un compuesto antisentido puede comprender, por ejemplo, un oligonucleétido antisentido que comprende bases
nucleotidicas de origen natural y un enlace internucleosidico no modificado (por ejemplo, al menos un enlace
internucleosidico modificado). El enlace internucleosidico modificado puede comprender un enlace fosforotioato. Otros
compuestos antisentido pueden, por ejemplo, comprender un oligonucleétido que tiene al menos una porcién de
azucar modificado. Aun otros compuestos antisentido pueden, por ejemplo, comprender oligonucleétidos que tienen
al menos una base nucleotidica modificada.

En determinadas modalidades, un compuesto anticonexina tal como un compuesto antisentido o péptido mimético
puede usarse en combinacién con un segundo compuesto Util para reducir el dafio tisular o promover la curacioén. El
segundo compuesto, por ejemplo, puede ser un factor de crecimiento o una citocina o similares. Los compuestos de
administracion conjunta adecuados incluyen, por ejemplo, FGF, NGF, NT3, PDGF, TGF, VEGF, BDGF, EGF, KGF,
integrinas, interleucinas, plasmina, y semaforinas. Para la terapia humana, tales compuestos de administracion
conjunta como los enumerados anteriormente son humanos o de origen humano.

Se describen métodos para administrar compuestos anticonexina a un sujeto, érgano diana, tejido diana, o célula
diana en los que la modulacién de hemicanal seria beneficiosa.

Se describen métodos para administrar compuestos anticonexina a un sujeto, 6rgano diana, tejido diana, o célula
diana. Por lo tanto, en determinados casos descritos, un sujeto es tratado mediante la administracién de un compuesto
anticonexina que es capaz de unirse a, o modular un hemicanal para uno o mas de los siguientes: enfermedad
cardiovascular, enfermedad coronaria, insuficiencia cardiaca, infarto de miocardio, aterosclerosis, cardiopatia
isquémica, medio de almacenamiento o transporte cardiopléjico u otro 6rgano, lesion por reperfusion, acidosis
respiratoria o metabdlica, edema pulmonar (que incluye la exposicidon a gases toxicos tales como el diéxido de
nitrégeno), fisiopatologia vascular por la cual se alteran las células endoteliales (tales como las lesiones
hipercolesterolémicas inducidas por la dieta), trastornos vasculares (microvasculares y macrovasculares), accidente
cerebrovascular, enfermedad cerebrovascular (isquemia cerebral), trombosis, lesiones vasculares resultantes de
traumatismos (por ejemplo, heridas subcutaneas, insercion de stent, reestenosis o angioplastia), dafio vascular
resultante de niveles elevados de glucosa (diabetes), enfermedades vasculares de las extremidades, isquemia
organica, neuropatia optica, inflamacion y artritis reumatoide (RA), inflamacion subcrénica o crénica, epilepsia (eventos
epilépticos y lesiones diseminadas después de eventos epilépticos), retinopatia diabética, degeneracion macular, y
otras determinadas indicaciones descritas en mayor detalle en Harrison's, Principles of Internal Medicine 152 edicién
(McGraw Hill, Inc., Nueva York).

En determinados otros casos descritos, un sujeto es tratado mediante la administracion de un compuesto anticonexina
que es capaz de unirse o de cualquier otra manera modular un hemicanal para uno o mas de los siguientes, por
ejemplo: (1) prevencion o tratamiento del edema en la médula espinal después o como un resultado de, por ejemplo,
isquemia o trauma; (2) prevencion o tratamiento de la degradacion de la pared de los vasos sanguineos en los tejidos
después o como un resultado de, por ejemplo, isquemia o trauma (por ejemplo, en el cerebro, el nervio 6ptico, la
médula espinal y el corazon); (3) prevencion o tratamiento de la artritis inflamatoria y otros trastornos inflamatorios en
los cuales, por ejemplo, el edema y/o la inflamacién son sintomaticos, o en los cuales, por ejemplo, la muerte continua
de los vasos sanguineos ocurre como un resultado de, por ejemplo, la persistencia de inflamacion; (4) prevencion o
tratamiento de heridas subagudas o crénicas, por ejemplo, heridas en la cérnea del ojo en las cuales, a modo de
ejemplo, la prevencién de la muerte continua de los vasos sanguineos permite la recuperacién de la isquemia limbal;
(5) prevencion o tratamiento de heridas subagudas o crénicas, por ejemplo, heridas en la cérnea del ojo como un
medio, a modo de ejemplo, para desencadenar la reepitelizacion; (6) tratamiento de quemaduras, por ejemplo,
quemaduras quimicas en el ojo para, a modo de ejemplo, desencadenar la recuperacion epitelial y lograr la
recuperacion de la isquemia limbal subaguda; (7) prevencion o tratamiento de heridas cutaneas subagudas o crénicas,
que incluyen, por ejemplo, Ulceras diabéticas, en las que, a modo de ejemplo, la prevencién de la muerte continua de
los vasos sanguineos permitira la recuperacion de la isquemia tisular; (8) tratamiento de heridas crénicas, que incluyen,
por ejemplo, ulceras diabéticas en las que, a modo de ejemplo, la expresion continuada de conexina 43, por ejemplo,
en el borde principal, evita la reepitelizacion; (9) prevencion o tratamiento de la isquemia perinatal mediante el uso de
los péptidos miméticos de conexina, que pueden, por ejemplo, administrarse directamente a los ventriculos del cerebro
o por medio de la columna vertebral y/o la médula espinal; (10) inhibicion o prevencion del edema después de isquemia
perinatal mediante el uso de los péptidos miméticos de conexina administrados, por ejemplo, directamente a los
ventriculos del cerebro o por medio de la columna vertebral y/o la médula espinal; (11) tratamiento para la isquemia
perinatal mediante el uso de los péptidos miméticos de conexina administrados por via sistémica, por ejemplo; (12)

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2766 549 T3

tratamiento del accidente cerebrovascular o isquemia del CNS mediante el uso de los péptidos miméticos de conexina
administrados, por ejemplo, sistémicamente y/o directamente a los ventriculos del cerebro o mediante la columna
vertebral y/o la médula espinal; (13) prevencion de la actividad epileptiforme (por ejemplo, epilepsia) en el cerebro,
que incluye la actividad epileptiforme después de la isquemia; y/o, (14) prevencién de la diseminacién de la lesion,
edema (y rechazo) con reperfusion después del trasplante de 6rganos. Se describen compuestos anticonexina
capaces de unir o modular las conexinas y las uniones de intersticio para la prevencion y/o el tratamiento de tales
métodos e indicaciones.

Puede administrarse un compuesto anticonexina en diversos momentos predeterminados.

En determinados casos descritos, se inhibe una actividad, accién, expresién o formacién de hemicanal de conexina
en las células endoteliales.

En determinados casos descritos, se inhibe una actividad, accién, expresion o formacién de hemicanal de conexina
en las células epiteliales.

En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que comprende un accidente
cerebrovascular.

En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que comprende una isquemia.
Tal isquemia puede ser, por ejemplo, una isquemia tisular, una isquemia miocardica, o una isquemia cerebral.

En determinados casos descritos, un sujeto tratado en la presente descripcion esta en riesgo de pérdida de la funcion
neuroldgica por isquemia.

En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que comprende tratar o mejorar
la muerte celular o la degeneracién en el sistema nervioso central o periférico que puede ser causada por una
isquemia.

En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular en donde se administra un
compuesto anticonexina, por ejemplo, un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro péptido de unién, junto con
un procedimiento vascular o coronario realizado en un sujeto. En otros casos descritos, se administra un compuesto
anticonexina, por ejemplo, un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro péptido de uniéon durante dicho
procedimiento vascular o coronario. EI compuesto anticonexina puede administrarse, ademas, antes o después de un
procedimiento vascular o coronario, 0 ambos.

En determinados casos descritos, un compuesto anticonexina, que incluye un compuesto antisentido, péptido
mimético, u otro péptido de unidn, se administra dentro de aproximadamente 1 hora después que se realiza un
procedimiento vascular o coronario, o, por ejemplo, dentro de aproximadamente 2 horas después que se realiza un
procedimiento vascular o coronario. En otros casos descritos, el compuesto anticonexina se administra dentro de
aproximadamente 24 horas. Los compuestos anticonexina pueden administrarse, ademas, fuera de estos limites de
tiempo, segun sea conveniente o necesario.

En determinados casos descritos, un compuesto anticonexina, que incluye un compuesto antisentido, péptido
mimético, u otro péptido de unién, se administra junto con un procedimiento cardiaco, tal como cirugia cardiaca,
realizado en un paciente.

En determinados casos descritos, se administra un compuesto anticonexina, que incluye un compuesto antisentido,
péptido mimético, u otro péptido de unidn junto con un dispositivo médico para realizar un procedimiento vascular u
otro.

En otros casos, se describe una formulacion farmacéutica para la administracion a un sujeto, la formulacién comprende
un vehiculo aceptable farmacéuticamente y un agente capaz de modular un hemicanal de conexina y la formacion
posterior del conexdn, tal como, por ejemplo, mediante el bloqueo o la mejora de la expresion, formacién, accion, y/o
actividad del hemicanal.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra segmentos de la médula espinal de rata 24 horas después de colocarlos en cultivo organotipico.
En la médula control (Figura 1A) se observa una inflamacién significativa en los extremos del corte (las lineas
punteadas marcan los cortes originales). El segmento tratado con el ODN antisentido especifico de conexina 43
(Figura 1B) muestra poca inflamacion o edema.

La Figura 2 muestra la tinciéon con azul de coomassie de secciones de resina de la médula espinal de control después
de 24 horas en el cultivo organotipico. Las neuronas estan vacuoladas y edematosas con "ampollas" evidentes a lo
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largo de la membrana donde se abren los hemicanales y permiten que los fluidos extracelulares ingresen a la célula
(flechas).

La Figura 3 muestra el marcaje inmunohistoquimico de conexina 43 mediante el uso de anticuerpos que se unen al
lazo extracelular (anticuerpos Gap7M mostrado en verde en la Figura 3A) y a la cola del carboxilo citoplasmico de la
proteina (mostrado en rojo en la Figura 3A). El anticuerpo citoplasmatico marca todas las proteinas conexina 43 (rojo),
y el Gap7M solo puede marcar los lazos extracelulares expuestos de los hemicanales (verde), ya que esta impedido
estéricamente de unirse a los conexones acoplados que estan formando canales intactos entre las células. La Figura
3B muestra un marcaje doble con los dos anticuerpos en la médula espinal, 24 horas después de una herida por
aplastamiento. La mayor parte del marcaje aparece en color amarillo donde los dos anticuerpos se localizan juntos, lo
que indica que una porcion significativa de la proteina presente no se ha acoplado a los conexones de las células
vecinas y permanecen como hemicanales. Los ODN antisentido especificos de conexina 43 evitan la traduccién de
proteinas y se ven pocos hemicanales en las médulas tratadas (Figura 3C).

La Figura 4 muestra el marcaje de Isolectina B4 de un corte de tejido de una médula espinal que habia estado en el
cultivo organotipico durante cinco dias. La lectina se une a las células endoteliales de los vasos sanguineos y a las
microglias. Los vasos capilares en este segmento tratado con ODN antisentido especifico de conexina 43 permanecen
intactos después de cinco dias (flechas). En las médulas de control, pocos vasos permanecen completamente intactos
después de dos dias; a los cinco dias, el marcaje predominante en los controles es el de células gliales con fenotipo
de macrofago activado.

La Figura 5 muestra secciones de tejido de la médula espinal 5 mm rostral a una herida por aplastamiento. Cuatro
horas después del aplastamiento de la médula, se inyecté BSA marcado con FITC en la vena de la cola del animal, y
después el tejido se retird y se secciond. En la médula de control (Figura 5A), la tincion se ha filtrado ampliamente
desde los vasos sanguineos, hasta 5 mm desde el sitio de la lesién, lo que indica la ruptura de las paredes de los
vasos capilares sanguineos y la ruptura de la barrera hematoencefalica. En la médula tratada con el antisentido ODN
especifico de conexina 43 (Figura 5B) hay muy poca tincion que no esta contenida dentro de los capilares, lo que
indica que se retuvo la integridad del vaso.

La Figura 6 muestra el triple marcaje del tejido cardiaco de oveja en la pared del ventriculo del corazén de oveja
adyacente al tejido de infarto isquémico 24 horas después del infarto, y dentro del infarto. El tejido esta marcado con
Isolectina B4 que muestra las células endoteliales de los vasos sanguineos (azul), con anticuerpos contra la conexina
43 (rojo) y con anticuerpos contra Gap7M (verde). Los anticuerpos contra Gap7M reconocen las regiones conservadas
del lazo extracelular de las proteinas conexina (no especificos de la isoforma de conexina), pero marcan los
hemicanales (se les impide estéricamente acceder a su epitopo en los canales intactos). La Figura 6A muestra un
conjunto de cuatro imagenes de tejido distante a la regién infartada que muestra el marcaje de Isolectina B4 de
capilares (azul - superior izquierda) y uniones de intersticio de conexina 43 en los discos intercalados de miocitos
(inferior izquierda - rojo). Practicamente no hay marcaje especifico de GAP7M de los hemicanales (arriba a la derecha
- verde). La imagen inferior derecha es una fusion de las otras tres. Los vasos sanguineos permanecen intactos y no
hay signos de dafio a los propios miocitos. En la Figura 6B, se muestra una region aun alejada pero mas cercana al
infarto. En este panel de 4 partes se muestran los mismos tres marcajes y la imagen fusionada. La mayoria de los
vasos todavia estan intactos, pero las paredes de los vasos estan interrumpidas en areas. En estas areas, el marcaje
del hemicanal se localiza junto con las paredes de los vasos rotos. El ultimo panel de cuatro imagenes (Figura 6C)
esta dentro de la propia area del infarto. Pocos capilares permanecen intactos aparentemente después de la expresion
extensa del hemicanal. El marcaje de conexina 43 se torna disperso y ya no esté contenido en los discos intercalados,
lo que indica que los miocitos se han dafiado gravemente. En todos los casos, el marcaje del anticuerpo Gap7M no
se localiza junto con el marcaje de conexina 43 (como lo hace en la médula espinal), lo que indica que se trata de una
isoforma diferente de la proteina de unién de intersticio, muy probablemente la conexina 45.

La Figura 7 muestra la localizacién conjunta de Isolectina B4 (verde) que marca las células endoteliales de los capilares
y el marcaje de anticuerpos de miomesina (rojo) que marca las lineas M en los sarcomeros de los miocitos en un
infarto 24 horas después de la isquemia. Esta region es la misma que la que se muestra en la Figura 6C. Los capilares
sanguineos estan completamente interrumpidos y el patron de bandas sarcoméricas de miocitos normales se ha
destruido, lo que indica que la muerte de las células musculares esta ocurriendo en paralelo con la desintegracion de
la pared del vaso. La imagen superior en el panel muestra la Isolectina B4, la imagen central el marcaje de miomesina,
y la imagen inferior es una fusion de esas dos.

La Figura 8 muestra un grafico de barras que representa el porcentaje de inflamaciéon en comparacion con las areas
totales del segmento de la médula espinal. Se muestran un segmento del control (solamente el medio), los segmentos
tratados con péptidos VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO:35) y SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) que se mostraron en los
experimentos de captacion de colorantes para bloquear los hemicanales (mostrados como los péptidos 4 y 5
respectivamente en la Figura 8), y un segmento tratado con el péptido QQPGCENVCYDK (SEQ ID NO:39) que no
bloqueé los hemicanales (mostrado como el péptido 8 en la Figura 8). El péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36, péptido
5 en la Figura 8), un bloqueador superior basado en estudios histolégicos, se usé en 5 concentraciones diferentes, la
mas baja de las cuales fue la mas efectiva para reducir el edema.
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La Figura 9 muestra el marcaje de hemicanal de conexina en cerebros de fetos de ovejas casi a término de un control
simulado (izquierda) y 24 h después de 30 min. de isquemia cerebral (derecha), mediante el uso de un anticuerpo que
reconoce las regiones del lazo extracelular de las proteinas conexinas. En el cerebro control, no se observa el marcaje
del hemicanal de conexina, mientras que después de la isquemia hay una regulacion positiva extensa de los
hemicanales. La expresion de hemicanal es especialmente alta en los cuerpos celulares (flechas horizontales) y en
las células endoteliales de los vasos sanguineos (flechas verticales). La conexina principal regulada después de la
isquemia es la conexina 43.

La Figura 10 muestra ejemplos de infusion i.c.v. de CSF artificial o la infusion de péptidos que comienza 90 minutos
después de un episodio de 30 minutos de isquemia cerebral en fetos de ovejas casi a término. La infusion en estos
animales se continud hasta 72 h después de la isquemia. El animal de la infusion de vehiculo (CSF artificial) (izquierda)
muestra un comienzo retardado de convulsiones graves y continuas (estado epiléptico; se muestra un ejemplo en el
recuadro de insercion, arriba), seguido de un aumento progresivo de la impedancia cortical (abajo, una medida de la
inflamacion de la célula) maximo a las 48 h. Las convulsiones se resolvieron en aproximadamente 48 h. La infusion
del peptidomimético (derecha) cambid los eventos convulsivos, de continuos a eventos convulsivos discretos,
separados de comienzo tardio. Hubo un aumento notablemente retrasado y atenuado de la impedancia cerebral.

La Figura 11 muestra curvas de dosis respuesta para la inflamacion del tejido del nervio 6ptico (Figura 11A) y la muerte
celular (Figura 11B) en el control, y con concentraciones del AS-ODN especifico de conexina 43 de 2,5, 5y 10 pM.
Ambos parametros exhiben una tendencia decreciente con el aumento de la concentracién. A 10 uM, la inflamacién
del tejido se reduce tan pronto como a las 6 h después del tratamiento, y en un 69 % a las 24 h en comparacion con
el control. La muerte celular en el segmento frontal y medio del nervio éptico disminuye con los tratamientos del
antisentido.

La Figura 12 muestra el porcentaje de inflamacion en el control y en los nervios 6pticos tratados con AS-ODN (n=6
para todos los puntos de tiempo). El edema es mas prominente en el tejido del control y la diferencia es
estadisticamente significativa en todos los puntos de tiempo investigados. Los asteriscos indican significacion
estadistica entre los dos grupos.

Figura 13: (Panel superior) Tincion con yoduro de propidio de células muertas en el medio del control (A, B, C) y en
los segmentos de nervio optico tratados con el AS-ODN (D, E, F) a las 2, 6 y 24 horas después de la induccion
isquémica. El grupo tratado con el AS-ODN especifico de conexina 43 exhibe poca tincién en comparacién con los
controles en los tres puntos de tiempo (panel inferior). Grafico de lineas que muestra el nUmero de células muertas
por unidad de area en la regidon medial del nervio para el control y los nervios opticos tratados con el AS-ODN. La
muerte celular en el grupo de control aumenta inicialmente, alcanza su punto méaximo a las seis horas y después
disminuye (se cree que refleja el edema tisular que deja menos células por unidad de area). Solo se observo un ligero
aumento en la muerte celular incluso después de 24 horas en cultivo para el tejido tratado con el AS-ODN. Los
asteriscos indican significacion estadistica entre los tratamientos.

La Figura 14 muestra la media de la longitud del segmento de los vasos sanguineos en el control (verde) y los nervios
Opticos tratados con el antisentido especificos de conexina 43 (azul). En todos los puntos de tiempo, los nervios
tratados con antisentido tienen segmentos mas largos que indican una menor ruptura de los vasos como un resultado
de la expresioén de conexina, presumiblemente en la forma de hemicanales, o mediante un efecto circunstante mediado
por unién de intersticio.

Todos los colores a los que se hace referencia en la presente descripcidn estan representados en una escala de grises
en las figuras en blanco y negro correspondientes.

Descripcion detallada

La practica de las presentes invenciones puede incluir o emplear diversas técnicas convencionales de biologia
molecular (que incluye técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica, quimica de acidos
nucleicos, e inmunologia, que estan dentro de la habilidad de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en
la literatura, e incluyen, pero no se limitan a, a modo de ejemplo solamente, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
segunda edicion (Sambrook y otros, 1989) y Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera edicién (Sambrook and
Russel, 2001), referidos en la presente descripcidon juntos o individualmente como "Sambrook"; Oligonucleotide
Synthesis (M. J. Gait, ed., 1984); Animal Cell Culture (R. |. Freshney, ed., 1987); Handbook of Experimental
Immunology (D. M. Weir & C. C. Blackwell, eds.); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J. M. Miller & M. P.
Calos, eds., 1987); Current Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel y otros, eds., 1987, que incluyen los
suplementos hasta el 2001); PCR: The Polymerase Chain Reaction, (Mullis y otros, eds., 1994); Current Protocols in
Immunology (J. E. Coligan y otros, eds., 1991); The Immunoassay Handbook (D. Wild, ed., Stockton Press NY, 1994);
Bioconjugate Techniques (Greg T. Hermanson, ed., Academic Press, 1996); Methods of Immunological Analysis (R.
Masseyeff, W. H. Albert, and N. A. Staines, eds., Weinheim: VCH Verlags gesellschaft mbH, 1993), Harlow and Lane
(1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York, y Harlow and Lane (1999)
Using Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (referidos en la
presente descripcion juntos o individualmente como Harlow and Lane), Beaucage y otros eds., Current Protocols in
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Nucleic Acid Chemistry John Wiley & Sons, Inc., New York, 2000); y Agrawal, ed., Protocols for Oligonucleotides and
Analogs, Synthesis and Properties Humana Press Inc., Nueva Jersey, 1993).

Definiciones

Antes de describir mas a fondo las invenciones en general y en términos de diversas modalidades especificas no
limitantes, se exponen determinados términos usados en el contexto de la descripcidn de la invencion. A menos que
se indique de cualquier otra manera, los siguientes términos tienen los siguientes significados cuando se usan en la
presente descripcion y en las reivindicaciones adjuntas. Los términos que no se definen mas abajo o en otra parte en
la especificacion tendran su significado reconocido en la técnica.

Los aminoécidos usados en los compuestos descritos en la presente descripcion (por ejemplo, péptidos y proteinas)
pueden ser aminoacidos codificados genéticamente, aminoacidos de origen natural no codificados genéticamente, o
aminoacidos sintéticos. Tanto los enantiémeros L como D de cualquiera de los anteriores pueden usarse en los
compuestos. Las siguientes abreviaturas pueden usarse en la presente descripcion para los siguientes aminoacidos
codificados genéticamente (y los residuos de estos): alanina (Ala, A); arginina (Arg, R); asparagina (Asn, N); acido
aspartico (Asp, D); cisteina (Cys, C); glicina (Gly, G); acido glutamico (Glu, E); glutamina (GIn, Q); histidina (His, H);
isoleucina (lle, 1); leucina (Leu, L); lisina (Lys, K); metionina (Met, M); fenilalanina (Phe, F); prolina (Pro, P); serina (Ser,
S); treonina (Thr, T); triptéfano (Trp, W); tirosina (Tyr, Y); y valina (Val, V).

Determinados aminoacidos cominmente encontrados que no estan codificados genéticamente y que pueden estar
presentes en los compuestos utiles en la invencién incluyen, pero no se limitan a, $-alanina (b-Ala) y otros omega-
aminoacidos tales como el acido 3-aminopropionico (Dap), acido 2,3-diaminopropiénico (Dpr, Z), acido 4-
aminobutirico, etcétera; acido a-aminoisobutirico (Aib); acido e-aminohexanoico (Aha); acido &-aminovalérico (Ava);
metilglicina (MeGly); ornitina (Orn); citrulina (Cit); t-butilalanina (t-BuA); t-butilglicina (t-BuG); N-metilisoleucina (Melle);
fenilglicina (Phg); ciclohexilalanina (Cha); norleucina (Nle, J); 2-naftilalanina (2-Nal); 4-clorofenilalanina (Phe(4-Cl)); 2-
fluorofenilalanina (Phe(2-F)); 3-fluorofenilalanina (Phe(3-F)); 4-fluorofenilalanina (Phe(4-F)); penicilamina (Pen); acido
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-3-carboxilico  (Tic); beta.-2-tienilalanina (Thi); sulféxido de metionina (MSO);
homoarginina (hArg); N-acetil lisina (AcLys); acido 2,3-diaminobutirico (Dab); &cido 2,3-diaminobutirico (Dbu); p-
aminofenilalanina (Phe(pNH2)); N-metil valina (MeVal); homocisteina (hCys); 3-benzotiazol-2-il-alanina (BztAla, B); y
homoserina (hSer), los analogos de aminoacidos adicionales contemplados incluyen fosfoserina, fosfotreonina,
fosfotirosina, hidroxiprolina, gamma-carboxiglutamato, acido hipurico, acido octahidroindol-2-carboxilico, estatina, a-
metil-alanina, para-benzoil-fenilalanina, propargilglicina, y sarcosina. Los péptidos que estan abarcados dentro del
alcance de la invencién pueden tener cualquiera de los aminoacidos anteriores en la configuracion L o D, o cualquier
otro aminoacido descrito en la presente descripciéon o conocido en la técnica, ya sea actualmente o en el futuro.

Los aminoacidos que son sustituibles entre si generalmente residen dentro de clases o subclases similares. Como
conoce un experto en la técnica, los aminoacidos pueden colocarse en diferentes clases en dependencia
principalmente de las propiedades quimicas y fisicas de la cadena lateral del aminoacido. Por ejemplo, algunos
aminoacidos generalmente se consideran aminoacidos hidrofilos o polares y otros se consideran aminoacidos
hidréfobos o no polares. Los aminoacidos polares incluyen aminoacidos que tienen cadenas laterales acidas, basicas
o hidréfilas y los aminoacidos no polares incluyen aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas o hidréfobas.
Los aminoacidos no polares pueden subdividirse adicionalmente para incluir, entre otros, los aminoacidos alifaticos.
Las definiciones de las clases de aminoacidos como se usan en la presente descripcion son las siguientes:
"Aminoécido no polar" se refiere a un aminoacido que tiene una cadena lateral que no esta cargada a pH fisioldgico,
que no es polar y que generalmente es repelida por una solucién acuosa. Los ejemplos de aminoacidos hidréfobos
codificados genéticamente incluyen Ala, lle, Leu, Met, Trp, Tyr y Val. Los ejemplos de aminoacidos no polares no
codificados genéticamente incluyen t-BuA, Cha y Nle.

"Aminoacido aromatico" se refiere a un aminoacido no polar que tiene una cadena lateral que contiene al menos un
anillo que tiene un sistema de electrones 1 conjugado (grupo aromatico). El grupo aromatico puede sustituirse
adicionalmente con grupos sustituyentes tales como grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, hidroxilo, sulfonilo, nitro y
amino, asi como también otros. Los ejemplos de aminoacidos aromaticos codificados genéticamente incluyen
fenilalanina, tirosina y triptéfano. Los aminoacidos aromaticos no codificados genéticamente que se encuentran
comunmente incluyen fenilglicina, 2-naftilalanina, B-2-tienilalanina, 3-benzotiazol-2-il-alanina, acido 1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico, 4-clorofenilalanina, 2-fluorofenilalanina, 3-fluorofenilalanina y 4-fluorofenilalanina.

"Aminoacido Alifatico" se refiere a un aminoacido no polar que tiene una cadena lateral de cadena de hidrocarburo
lineal saturada o insaturada, ramificada o ciclica. Los ejemplos de aminoacidos alifaticos codificados genéticamente
incluyen Ala, Leu, Val e lle. Los ejemplos de aminoacidos alifaticos no codificados incluyen Nle.

"Aminoécido Polar" se refiere a un aminoacido hidréfilo que tiene una cadena lateral que esta cargada o descargada
a pH fisioldgico y que tiene un enlace en el que el par de electrones compartidos en comun por dos atomos estéd mas
cerca de uno de los atomos. Los aminoacidos polares son generalmente hidrdfilos, lo que significa que tienen un
aminoacido que tiene una cadena lateral que es atraida por una solucién acuosa. Los ejemplos de aminoacidos polares
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codificados genéticamente incluyen asparagina, cisteina, glutamina, lisina y serina. Los ejemplos de aminoacidos
polares no codificados genéticamente incluyen citrulina, homocisteina, N-acetil lisina y sulféxido de metionina.

"Aminodcido Acido" se refiere a un aminoacido hidréfilo que tiene un valor de pK de cadena lateral de menos de 7.
Los aminoacidos é&cidos, tipicamente, tienen cadenas laterales cargadas negativamente a pH fisiol6gico debido a la
pérdida de un ion hidrégeno. Los ejemplos de aminoacidos acidos codificados genéticamente incluyen acido aspartico
(aspartato) y acido glutamico (glutamato).

"Aminoacido Basico" se refiere a un aminoacido hidréfilo que tiene un valor de pK de cadena lateral mayor que 7. Los
aminoacidos basicos, tipicamente, tienen cadenas laterales cargadas positivamente a pH fisioldgico debido a la
asociacion con el ion hidronio. Los ejemplos de aminoacidos basicos codificados genéticamente incluyen arginina,
lisina e histidina. Los ejemplos de aminoacidos basicos no codificados genéticamente incluyen ornitina, acido 2,3-
diaminopropiodnico, acido 2,4-diaminobutirico y homoarginina.

"Aminoacido lonizable" se refiere a un aminoacido que puede cargarse a un pH fisiolégico. Tales aminoacidos
ionizables incluyen aminoacidos acidos y basicos, por ejemplo, acido D-aspartico, acido D-glutamico, D-histidina, D-
arginina, D-lisina, D-hidroxilisina, D-ornitina, acido L-aspartico, acido L-glutamico, L-histidina, L-arginina, L-lisina, L-
hidroxilisina o L-ornitina.

Como se apreciara por los expertos en la técnica, las clasificaciones anteriores no son absolutas. Numerosos
aminoacidos exhiben mas de una propiedad caracteristica y, por lo tanto, pueden incluirse en mas de una categoria.
Por ejemplo, la tirosina tiene un anillo aromatico no polar y un grupo hidroxilo polar. Por lo tanto, la tirosina tiene
numerosas caracteristicas que podria describirse como no polar, aromatico y polar. Sin embargo, el anillo no polar es
dominante y, por lo tanto, la tirosina generalmente se considera no polar. De manera similar, ademas de poder formar
enlaces disulfuro, la cisteina tiene, ademas, un caracter no polar. Por lo tanto, aunque no se clasifica estrictamente
como un aminoacido hidréfobo o no polar, en muchos casos la cisteina puede usarse para conferir hidrofobicidad o
no polaridad a un péptido.

En algunas modalidades, los aminoacidos polares contemplados por la presente invencion incluyen, por ejemplo,
arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina, histidina, homocisteina, lisina, hidroxilisina,
ornitina, serina, treonina y aminodacidos relacionados estructuralmente. En una modalidad, el amino polar es un
aminoacido ionizable tal como arginina, acido aspartico, acido glutamico, histidina, hidroxilisina, lisina, u ornitina.

Los ejemplos de residuos de aminoacidos polares o no polares que pueden usarse incluyen, por ejemplo, alanina,
valina, leucina, metionina, isoleucina, fenilalanina, triptéfano, tirosina y similares.

Los "compuestos anticonexina" incluyen aquellos compuestos que afectan o modulan la actividad, expresion o
formacion de una conexina, un hemicanal de conexina (conexon), o una unién de intersticio. Los compuestos
anticonexina incluyen, sin limitacién, compuestos antisentido (por ejemplo, polinucledtidos antisentido), anticuerpos y
fragmentos de unién de estos, y péptidos y polipéptidos que incluyen "peptidomiméticos" y "péptidos miméticos".

Los "compuestos antisentido" incluyen diferentes tipos de moléculas que actuan para inhibir la expresion génica, la
traduccion, o la funcion, que incluyen las que actidan mediante el direccionamiento especifico de secuencia de ARNm
para aplicaciones terapéuticas. Los compuestos antisentido incluyen compuestos de ADN antisentido y compuestos
de ARN antisentido. Mientras que los oligonucleétidos antisentido son una forma preferida de compuesto antisentido,
la presente invencion comprende otros compuestos antisentido oligoméricos, que incluyen, pero no se limitan a
miméticos de oligonucledtidos. Los compuestos antisentido de acuerdo con esta invencibn comprenden,
preferentemente, de aproximadamente 8 a aproximadamente 50 bases nucleotidicas (es decir, de aproximadamente
8 a aproximadamente 50 nucledsidos unidos). Los compuestos antisentido particularmente preferidos son
oligonucledtidos antisentido, incluso con mayor preferencia aquellos que comprenden de aproximadamente 12 a
aproximadamente 30 bases nucleotidicas. Los compuestos antisentido incluyen ribozimas, oligonucleétidos de
secuencia de guia externa (EGS) (oligozimas), y otros ARN cataliticos cortos u oligonucleétidos cataliticos que se
hibridan con el acido nucleico diana y modulan su expresion. Ademas, incluyen oligodesoxinucledtidos de fosforotioato
(S-ODN).

Por lo tanto, los compuestos antisentido incluyen, por ejemplo, las principales moléculas de silenciamiento génico
basadas en acidos nucleicos, tales como, por ejemplo, acidos oligodesoxirribonucleicos antisentido (ODN) modificados
quimicamente, ribozimas y siARN (Scherer, LJ y Rossi, JJ Nature Biotechnol. 21: 1457-1465 (2003). Los compuestos
antisentido pueden incluir, ademas, moléculas antisentido tales como, por ejemplo, acidos nucleicos peptidicos (PNA)
(Braasch, D. A. and Corey, D. R., Biochemistry 41,4503-4510 (2002)), fosforodiamidatos de morfolino (Heasman, J.,
Dev. Biol., 243, 209-214 (2002), DNAzymes (Schubert, S. y otros, Nucleic Acids Res. 31, 5982-5992 (2003).
Chakraborti, S. and Banerjea, A. C., Mol. Ther. 7, 817-826 (2003), Santoro, S. W. and Joyce, G. F. Proc. Natl Acad.
Sci. USA 94, 4262-4266 (1997), y los ARN nucleares pequefios U1 mutados en el extremo 5' desarrollados
recientemente (Fortes, P. y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100, 8264-8269 (2003).
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El término "secuencias antisentido" se refiere a polinucledtidos que tienen actividad de compuesto antisentido e
incluyen, pero no se limitan a, secuencias complementarias o parcialmente complementarias o correspondientes a,
por ejemplo, una secuencia de ARN. Por lo tanto, las secuencias antisentido incluyen, por ejemplo, secuencias de
acido nucleico que se unen al ARNm o porciones de este para bloquear la transcripcion del ARNm por los ribosomas.
Los métodos antisentido son, generalmente, bien conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo, Publicacion PCT
WQ094/12633y Nielsen y otros, Science 254:1497 (1991); Oligonucleotides and Analogues, A Practical Approach,
editado por F. Eckstein, IRL Press en Oxford University Press (1991); Antisense Research and Applications (1993,
CRC Press. Las secuencias antisentido para dianas escogidas pueden, o no pueden, resultar en una unién no
especifica a las secuencias que no son dianas. Se prefieren las secuencias antisentido con una unién no especifica
minima, nula, o no detectable a las secuencias que no son dianas.

Como se usa en la presente descripcion, "ARN mensajero"” incluye no solo la informacion de secuencia para codificar
una proteina mediante el uso del codigo genético de tres letras, sino ademas, secuencias de ribonucleétidos asociadas
que forman la regién no traducida &', la regién no traducida 3'y la region del casquete 5', asi como también secuencias
de ribonucleétidos que forman diversas estructuras secundarias. Los oligonucleétidos pueden formularse de acuerdo
con esta invencion, los que estan dirigidos total o parcialmente a cualquiera de estas secuencias.

En general, los acidos nucleicos (que incluyen los oligonucleétidos) pueden describirse como "similares al ADN" (es
decir, que tienen azucares 2'-desoxi y, generalmente, bases T en lugar de U) o "similares al ARN" (es decir, que tiene
azucares 2'-hidroxilo o 2'-modificadas y, generalmente, bases U en lugar de T). Las hélices de acido nucleico pueden
adoptar mas de un tipo de estructura, mas comunmente las formas Ay B. Se cree que, en general, los oligonucleétidos
que tienen una estructura similar a la forma B son "similares al ADN" y aquellos que tienen una estructura similar a la
forma A son "similares al ARN

El término "complementario” generalmente se refiere a la unién natural de polinucleétidos mediante apareamiento de
bases, por ejemplo, bajo condiciones permisivas de sales y temperatura. Por ejemplo, la secuencia "A-G-T" se une a
la secuencia complementaria "T-C-A". La complementariedad entre dos moléculas monocatenarias puede ser
"parcial", de manera que solo algunos de los acidos nucleicos se unen, o puede ser "completa”, de manera que exista
una complementariedad total entre las moléculas monocatenarias. El grado de complementariedad entre las moléculas
de acido nucleico tiene efectos significativos sobre la eficiencia y la fuerza de la hibridacién entre ellas. "Hibridable" y
"complementario” son términos que se usan para indicar un grado suficiente de complementariedad de manera que la
union, preferentemente, la union estable suficiente para realizar una accion prevista, por ejemplo, se produce entre el
ADN o ARN diana y el oligonucledtido. Se entiende que un oligonucleétido no necesita ser 100 % complementario a
su secuencia de acido nucleico diana para ser hibridable, y ademas, se entiende que la unién puede ser especifica a
la diana, o puede unirse a otras moléculas no diana siempre que la unién no especifica no frustre de manera
significativa o inconveniente el objetivo terapéutico u otro objetivo. Se usa un oligonucleétido para interferir con la
funcién normal de la molécula diana para causar una pérdida o disminucién de la actividad, y se prefiere que haya un
grado suficiente de complementariedad para evitar la union no especifica 0 no deseada del oligonucleétido a las
secuencias que no son diana en condiciones en las que es conveniente una union especifica, es decir, en condiciones
fisiolégicas en el caso de ensayos o tratamiento terapéutico in vivo o, en el caso de ensayos in vitro, en condiciones
en las que se realizan los ensayos. No se requiere complementariedad absoluta. Generalmente, se prefieren los
polinucledtidos que tienen suficiente complementariedad para formar un duplex que tiene una temperatura de fusion
superior a 20 °C, 30 °C, o0 40 °C en condiciones fisiologicas.

Un "trastorno" es cualquier afeccién que se beneficiaria del tratamiento con una molécula o composicion util en la
invencion, que incluye las descritas o reivindicadas en la presente descripcion. Esto incluye trastornos o enfermedades
cronicas y agudas, que incluyen aquellas afecciones patoldgicas que predisponen al mamifero al trastorno en cuestion.

Como se usa en la presente descripcion, "sujeto” se refiere a cualquier animal clasificado como mamifero, que incluye
humanos, animales domésticos y de granja, y animales de zooldgico, deportivos, o mascotas, tal como perros,
caballos, gatos, ovejas, cerdos, vacas, etcétera. El sujeto preferido es un humano.

El "direccionamiento" de un oligonucleétido a un &cido nucleico diana elegido puede ser un proceso de multiples
etapas. El proceso puede comenzar con la identificacién de una secuencia de &cido nucleico cuya funcién debe
modularse. Esto puede ser, por ejemplo, un gen celular (0 ARNm hecho a partir del gen) cuya expresion se asocia
con un estado particular de enfermedad. El proceso de direccionamiento puede incluir, ademas, la determinacion de
un sitio o sitios dentro de la secuencia de acido nucleico para que ocurra la interaccion del oligonucleétido de manera
que resultara el efecto conveniente, es decir, la inhibicién de la expresidon de proteinas, modulacién de la actividad,
etcétera. Una vez que se ha identificado un sitio o sitios diana, los compuestos antisentido (por ejemplo,
oligonucledtidos) se eligen de manera que sean suficientemente o convenientemente complementarios a la diana, es
decir, hibridan suficientemente y con una especificidad adecuada o de cualquier otra manera conveniente, para
proporcionar una actividad deseada. En la presente invencion, las dianas incluyen moléculas de acido nucleico
codificantes para conexina 43. El proceso de direccionamiento puede incluir, ademas, la determinacién de un sitio o
sitios para que ocurra la interaccion antisentido de manera que resultara el efecto conveniente. Un sitio intragénico
preferido, por ejemplo, es la region que abarca el codén de iniciacion o de terminacion de la traducciéon del marco
abierto de lectura (ORF) del gen. El coddn de iniciaciéon de la traduccién es, tipicamente, 5'-AUG (en moléculas de
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ARNmM transcritas; 5'-ATG en la molécula de ADN correspondiente), y puede denominarse, ademas, como el "coddn
AUG", "el codon de inicio" o "codén de inicio AUG." Una minoria de genes tiene un codén de iniciacion de la traduccion
que tiene la secuencia de ARN 5'-GUG, 5-UUG o0 5'-CUG, y 5'-AUA. Se ha demostrado que 5'-ACG y 5'-CUG funcionan
in vivo. Por lo tanto, los términos "cododn de iniciacion de la traduccion" y "coddn de inicio" pueden abarcar muchas
secuencias de codones, incluso aunque el aminoacido iniciador en cada caso es, tipicamente, metionina (en
eucariotas) o formilmetionina (en procariotas). Ademas, se conoce en la técnica que los genes eucariotas y procariotas
pueden tener dos o mas codones de inicio alternativos, cualquiera de los cuales puede usarse, preferentemente, para
el inicio de la traduccién en un tipo de célula o tejido particular, o bajo un conjunto particular de condiciones.

El término "oligonucledtido" incluye un oligdmero o polimero de nucleétidos o monémeros de nucledsidos que
consisten en bases, azlcares y enlaces interazucar (cadena principal) de origen natural. El término "oligonucleotido”
incluye, ademas, oligdmeros o polimeros que comprenden mondmeros de origen no natural, o porciones de estos,
que funcionan de manera similar. Tales oligonucledtidos modificados o sustituidos a menudo se prefieren a las formas
naturales debido a propiedades tales como, por ejemplo, absorcidon celular mejorada, estabilidad aumentada en
presencia de nucleasas, o afinidad mejorada por la diana. Se ha demostrado que numerosas modificaciones de
nucleostidos y nucledsidos hacen que el oligonucledtido en el que se incorporan sea mas resistente a la digestion de
las nucleasas que el oligodesoxinucleétido natural (ODN). La resistencia a las nucleasas se mide rutinariamente
mediante la incubacion de los oligonucleétidos con extractos celulares o soluciones de nucleasas aisladas y se mide
la extension del oligonucledtido intacto que queda en el tiempo, generalmente, mediante electroforesis en gel. Los
oligonucledtidos, que se han modificado para mejorar su resistencia a las nucleasas, pueden sobrevivir intactos
durante mas tiempo que los oligonucleétidos no modificados. Ademas, se ha demostrado que numerosas
modificaciones aumentan la unién (afinidad) del oligonucledtido a su diana. La afinidad de un oligonucleétido por su
diana se determina rutinariamente, por ejemplo, mediante la medicion de la Tm (temperatura de fusion) de un par
oligonucleétido/diana, que es la temperatura a la que el oligonucleétido y la diana se disocian. La disociacion puede
detectarse espectrofotométricamente. Cuanto mayor es la Tm, mayor es la afinidad que el oligonucledétido tiene por la
diana. En algunos casos, las modificaciones de los oligonucleétidos que mejoran la afinidad de unién a la diana son
capaces, ademas, de mejorar la resistencia a las nucleasas.

Un "polinucleétido" significa una pluralidad de nucledtidos. Por lo tanto, los términos "secuencia de nucleétidos" o
"acido nucleico" o "polinucleétido” u "oligonucleétido” u "oligodesoxinucledétido” todos se refieren a un heteropolimero
de nucleodtidos o a la secuencia de estos nucledtidos. Estas frases se refieren, ademas, al ADN o ARN de origen
gendmico o sintético que pueden ser monocatenarios o bicatenarios y pueden representar la cadena sentido o
antisentido, el acido nucleico peptidico (ANP) o a cualquier material similar al ADN o similar al ARN.

Un polinucledtido que codifica una conexina, un fragmento de conexina, o una variante de conexina incluye un
polinucledtido que codifica: la forma madura de la conexina que se encuentra en la naturaleza (y la de origen natural
y especies variantes de esta); la forma madura de la conexina que se encuentra en la naturaleza y la secuencia
codificante adicional, por ejemplo, una secuencia lider o de sefial o una secuencia de preproteina (y la de origen
natural y especies variantes de esta); cualquiera de las secuencias anteriores y las no codificantes (por ejemplo,
intrones o secuencias no codificantes 5' y/o 3' de la secuencia codificante para las formas maduras del polipéptido
encontrado en la naturaleza); fragmentos de la(s) forma(s) madura(s) de la conexina encontrada en la naturaleza; vy,
como se sefald, variantes de la(s) forma(s) madura(s) de la conexina encontrada en la naturaleza. Por lo tanto,
"polinucledtido codificante de conexina" y similares abarca polinucleétidos que tienen solo una secuencia codificante
para una conexina, fragmento o variante deseada, asi como también polinucleétidos que incluyen otros nucleétidos
tales como secuencias codificantes y/o no codificantes adicionales.

En el contexto de la invencion, el ARN mensajero incluye no solo la informacion para codificar una proteina mediante
el uso del codigo genético de tres letras, sino ademas, ribonucleétidos asociados que forman una region conocida por
tales expertos, como la regién no traducida 5', la regidn no traducida 3', la regién del casquete 5' y los ribonucleétidos
de unidn intrén/exén. Por lo tanto, los oligonucledtidos pueden formularse de acuerdo con la presente invencion, estos
se dirigen total o parcialmente a esos ribonucleétidos asociados, asi como también a los ribonucleétidos informativos.
Por lo tanto, el oligonucleétido puede hibridarse especificamente con una regién del sitio de iniciacion de la
transcripcion, una region del codon de inicio de la traduccion, una region del casquete 5', una union intrén/exén,
secuencias codificantes, una region del codén de terminacion de la traduccion o secuencias en la regién 5' o 3' no
traducida. Una minoria de genes tiene un codén de iniciacién de la traduccion que tiene la secuencia de ARN 5'-GUG,
5'-UUG 0 5'-CUG, y 5'-AUA, 5'-ACG y 5'-CUG han demostrado funcionar in vivo. Por lo tanto, los términos "codon de
iniciaciéon de la traduccion" y "codoén de inicio" pueden abarcar muchas secuencias de codones, incluso aunque el
aminoacido iniciador en cada caso es, tipicamente, metionina (en eucariotas) o formilmetionina (procariotas). Ademas,
se conoce en la técnica que los genes eucariotas y procariotas pueden tener dos 0 mas codones de inicio alternativos,
cualquiera de los cuales puede usarse, preferentemente, para el inicio de la traduccion en un tipo de célula o tejido
particular, o bajo un conjunto particular de condiciones. En el contexto de la invencién, "codén de inicio" y "coddn de
iniciaciéon de la traduccion" se refieren al codon o codones que se usan en vivo para iniciar la traduccién de una
molécula de ARNm transcrita a partir de un gen codificante de conexina, independientemente de la(s) secuencia(s) de
tales codones. Ademas, se conoce en la técnica que un coddn de terminacion de la traduccion (o "coddn de parada")
de un gen puede tener una de tres secuencias, es decir, 5-UAA, 5-UAG y 5-UGA (las secuencias de ADN

correspondientes son 5'-TAA, 5'-TAG y 5'-TGA, respectivamente). Los términos "regién de coddn de inicio", "region
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AUG" y "regidn de coddn de iniciacion de la traduccion” se refieren a una porcion de tal ARNm o gen que abarca de
aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucledtidos contiguos en cualquier direccion (es decir, 5' 0 3') de un
coddn de iniciacion de la traduccidn. Esta region es una regién diana preferida. De manera similar, los términos "region
de codén de parada” y "region de coddn de terminacion de la traduccion” se refieren a una porcion de tal ARNm o gen
que abarca de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucledtidos contiguos en cualquier direccion (es decir, 5'
0 3') a partir de un coddn de terminacion de la traduccion. Esta region es una region diana preferida. El marco abierto
de lectura (ORF) o "regidon codificante”, que se conoce en la técnica para referirse a la region entre el codén de
iniciacion de la traduccién y el coddn de terminacion de la traduccidén es, ademas, una regiéon a la que puede
direccionarse eficazmente. Otras regiones diana preferidas incluyen la region no traducida 5' (5'UTR), conocida en la
técnica por referirse a la porcion de un ARNm en la direccion 5' desde el codén de iniciacion de la traduccién, y por lo
tanto que incluye nucledtidos entre el sitio del casquete 5' y el coddn de iniciacion de la traduccion de un ARNm o los
nucleétidos correspondientes en el gen y la region no traducida 3' (3'UTR), conocida en la técnica por referirse a la
porcion de un ARNm en la direccion 3' del codon de terminacion de la traduccion, y por lo tanto que incluye nucledtidos
entre el codon de terminacion de la traduccion y el extremo 3' de un ARNm o los nucleétidos correspondientes en el
gen. El casquete 5' de un ARNm comprende un residuo de guanosina metilada en N7 unido al residuo mas 5' del
ARNmM a través de un enlace trifosfato 5'-5'. Se considera que la region del casquete 5' de un ARNm incluye la propia
estructura del casquete 5' asi como también los primeros 50 nucleétidos adyacentes al casquete. La region del
casquete 5' puede ser, ademas, una region diana preferida.

Aunque algunos transcriptos de ARNm eucariotas se traducen directamente, muchos contienen una o mas regiones,
conocidas como "intrén." que se escinden de un transcrito pre-ARNm para producir uno o mas ARNm maduros. Las
regiones restantes (y por lo tanto traducidas) se conocen como "exones" y se empalman juntas para formar una
secuencia continua de ARNm. Los sitios de empalme de ARNm, es decir, las uniones exdn-exén o intrén-exon, pueden
ser, ademas, regiones diana preferidas, y son particularmente Utiles en situaciones en las que el empalme aberrante
se implica en la enfermedad, o donde una sobreproduccion de un producto de empalme de ARNm particular se implica
en la enfermedad. Las uniones de fusion aberrantes debido a reordenamientos o deleciones son, ademas, dianas
preferidas. Puede ser preferido, ademas, el direccionamiento a exones particulares en los ARNm empalmados
alternativamente. Ademas, se descubrié que los intrones también pueden ser regiones diana eficaces y, por lo tanto,
preferidas para los compuestos antisentido dirigidos, por ejemplo, al ADN o al pre-ARNm.

Los términos "peptidomimético” y "mimético" incluyen compuestos quimicos sintéticos y de origen natural que pueden
tener sustancialmente las mismas caracteristicas estructurales y funcionales de las regiones proteicas que imitan.
Para las conexinas, estas pueden imitar, por ejemplo, los lazos extracelulares de las conexinas opuestas involucrados
en el acoplamiento conexén a conexon y en la formacién de canales célula a célula.

Los analogos de péptidos con propiedades analogas a las del péptido molde pueden ser farmacos no peptidicos. Los
"miméticos de péptidos" o "peptidomiméticos", que incluyen compuestos basados en péptidos, ademas, incluyen tales
compuestos no basados en péptidos (Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15: 29 (1986); Veber and Freidinger; TINS; 392
(1985); y Evans y otros, J. Med. Chem. 30: 1229 (1987); Beeley N., Trends Biotechnol. Jun;12(6): 213-6 (1994); Kieber-
Emmons T, y otros; Curr Opin Biotechnol. Aug; 8(4): 435-41 (1997). Los miméticos de péptidos que son
estructuralmente similares a los péptidos terapéuticamente utiles pueden usarse para producir un efecto terapéutico o
profilactico mejorado o equivalente. Generalmente, los peptidomiméticos son estructuralmente idénticos o similares a
un polipéptido paradigmatico (es decir, un polipéptido que tiene una funcién o actividad bioldgica o farmacolégica),
pero pueden, ademas, tener uno o mas enlaces peptidicos reemplazados opcionalmente por un enlace seleccionado
del grupo que consiste en, por ejemplo, -CH2NH-, -CH2S-, -CH2-CH2-,-CH=CH- (cis y trans), -COCH2-, -CH(OH)CH2-
, y -CH2SO-. El mimético puede estar compuesto completamente de aminoacidos naturales, o de andlogos de
aminoacidos no naturales, o, es una molécula quimérica de aminoacidos peptidicos parcialmente naturales y de
analogos de aminoacidos parcialmente no naturales. El mimético, ademas, puede comprender cualquier cantidad de
sustituciones conservativas de aminoacidos naturales siempre que tales sustituciones, ademas, no alteren
sustancialmente la actividad mimética. Por ejemplo, una composiciéon mimética es capaz de regular negativamente las
acciones o actividades biologicas de las proteinas conexinas o conexones, tal como, por ejemplo, evitar el
acoplamiento de los conexones para formar una comunicacién célula a célula mediada por uniones de intersticio, o
prevenir la apertura de los conexones para exponer el citoplasma celular al medio extracelular. Los peptidomiméticos,
los péptidos miméticos, y los péptidos moduladores de conexina abarcan los descritos como peptidomiméticos,
péptidos miméticos, y péptidos moduladores de conexina establecidos en la presente descripcion, asi como también
los que pueden conocerse en la técnica, ya sea conocidos ahora o desarrollados posteriormente.

El término "composicion" pretende abarcar un producto que comprende uno o mas ingredientes.

Los términos "modulador" y "modulacion” de la actividad de conexina, como se usan en la presente descripcion en
sus diversas formas, pretenden abarcar la inhibicion, en todo o en parte, de la expresién o accién o actividad de una
conexina. Tales moduladores incluyen moléculas pequefias antagonistas de la funcion o expresién de conexina,
moléculas antisentido, ribozimas, moléculas triples, y polinucleétidos de ARNi, métodos de terapia génica, etcétera, y
otros.
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La frase "porcentaje (%) de identidad" se refiere al porcentaje de similitud de secuencia que se encuentra en una
comparacién de dos o mas secuencias. El porcentaje de identidad puede determinarse electronicamente, por ejemplo,
mediante el uso de cualquier programa informatico adecuado. Igualmente, la "similitud" entre dos secuencias (o una
0 mas porciones de una o ambas de estas) se determina mediante la comparacion de secuencia de una secuencia
con respecto a una segunda secuencia.

Los compuestos "aceptables farmacéuticamente" y otros ingredientes de una composicién o formulacién, por ejemplo,
un vehiculo, diluyente o excipiente, son aquellos que son adecuados para la administracién a un receptor de estos.

Generalmente, el término "proteina” se refiere a cualquier polimero de dos o mas aminoacidos individuales (ya sea de
origen natural o no) unidos mediante enlaces peptidicos, como ocurre cuando el atomo de carbono carboxilo del grupo
del acido carboxilico unido al carbono alfa de un aminoacido (o residuo de aminoacido) se une covalentemente al
atomo de nitrégeno amino del grupo amino unido al carbono alfa de un aminoacido adyacente. Estas uniones de
enlaces peptidicos, y los a&tomos que los comprenden (es decir, los atomos de carbono alfa, los dtomos del carbono
carboxilo (y sus atomos de oxigeno sustituyentes) y los atomos del nitrégeno amino (y sus atomos de hidrégeno
sustituyentes) forman el "esqueleto polipeptidico” de la proteina. Ademas, como se usa en la presente descripcion, se
entiende que el término "proteina" incluye los términos "polipéptido" y "péptido" (que, a veces, pueden usarse
indistintamente en la presente descripcion). De manera similar, los fragmentos de proteinas, analogos, derivados y
variantes pueden denominarse en la presente descripcién como "proteinas”, y se consideraran como una "proteina" a
menos que se indique de cualquier otra manera. El término "fragmento" de una proteina se refiere a un polipéptido
que comprende menos que todos los residuos de aminoacidos de la proteina. Un "dominio" de una proteina es,
ademas, un fragmento, y comprende los residuos de aminoéacidos de la proteina que a menudo se requieren para
conferir actividad o funcién.

El término "condiciones rigurosas" se refiere a condiciones que permiten la hibridacion entre polinucleétidos. Las
condiciones rigurosas pueden definirse por la concentracion de sales, la concentracién de solvente organico (por
ejemplo, formamida), la temperatura, y otras condiciones bien conocidas en la técnica. La rigurosidad puede
aumentarse mediante la disminucién de la concentracion de sales, aumentando la concentracién de disolventes
organicos (por ejemplo, formamida), o aumentando la temperatura de hibridacién. Por ejemplo, la concentracion de
sales rigurosa normalmente sera menos de aproximadamente NaCl 750 mM vy citrato trisédico 75 mM,
preferentemente, menos de aproximadamente NaCl 500 mM vy citrato trisédico 50 mM, y con la maxima preferencia
menos de aproximadamente NaCl 250 mM y citrato trisédico 25 mM. La hibridaciéon de baja rigurosidad puede
obtenerse en ausencia de disolvente organico, por ejemplo, formamida, mientras que la hibridacién de alta rigurosidad
puede obtenerse en presencia de un disolvente organico (por ejemplo, al menos aproximadamente 35 % de
formamida, con la maxima preferencia al menos aproximadamente 50 % formamida). Las condiciones de temperatura
rigurosas normalmente incluiran temperaturas de al menos aproximadamente 30 °C, con mayor preferencia de al
menos aproximadamente 37 °C, y con la maxima preferencia de al menos aproximadamente 42 °C. La variacion de
diversos parametros adicionales, por ejemplo, el tiempo de hibridacion, la concentraciéon de detergente, por ejemplo,
dodecil sulfato de sodio (SDS), y la inclusion o exclusion de ADN portador, son bien conocidos por los expertos en la
técnica. Se logran diversos niveles de rigurosidad mediante la combinacion de estas diversas condiciones segun sea
necesario, y estan dentro de la habilidad en la técnica. Las condiciones de hibridacion rigurosas pueden definirse,
ademas, por las condiciones en un intervalo de aproximadamente 5 °C a aproximadamente 20 °C o 25 °C por debajo
de la temperatura de fusién (Tm) de la secuencia diana y una sonda con complementariedad exacta o casi exacta a
la diana. Como se usa en la presente descripcion, la temperatura de fusién es la temperatura a la que una poblacion
de moléculas de acido nucleico bicatenario se disocia a la mitad, en cadenas simples. Los métodos para calcular la
Tm de los acidos nucleicos son bien conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Berger and Kimmel, Methods In
Enzymology, Vol. 152: Guide To Molecular Cloning Techniques, San Diego (1987): Academic Press, Inc. y Sambrook
y otros, Molecular Cloning (1989): A Laboratory Manual, 2da Ed., Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory). Como lo
indican las referencias estandar, un estimado simple del valor de la Tm puede calcularse mediante la ecuaciéon: Tm =
81,5+ 0,41(% G + C), cuando un acido nucleico esta en solucion acuosa a 1 M de NaCl (ver, por ejemplo, Anderson
and Young, "Quantitative Filter Hybridization" in Nucleic Acid Hybridization (1985)). La temperatura de fusion de un
hibrido (y, por lo tanto, las condiciones para la hibridacién rigurosa) se afecta por diversos factores, tales como la
longitud y la naturaleza (ADN, ARN, composiciéon de bases) de la sonda y la naturaleza de la diana (ADN, ARN,
composicion de bases, si esta presente en solucion o inmovilizado, y similares), y la concentracion de sales y otros
componentes (por ejemplo, la presencia o ausencia de formamida, sulfato de dextrano, polietilenglicol). Los efectos
de estos factores son bien conocidos y se discuten en las referencias estandar en la técnica, ver, por ejemplo,
Sambrook, supra, y Ausubel, supra. Tipicamente, las condiciones de hibridacion rigurosas son concentraciones de
sales menores de aproximadamente 1,0 M de iones de sodio, tipicamente, aproximadamente 0,01 a 1,0 M de iones
de sodio a pH 7,0 a 8,3, y temperaturas de al menos aproximadamente 30 °C para sondas cortas (por ejemplo, 10 a
50 nucledtidos) y al menos aproximadamente 60 °C para sondas largas (por ejemplo, mas de 50 nucleétidos). Como
se sefiald, las condiciones rigurosas pueden lograrse, ademas, con la adicion de agentes desestabilizadores tales
como la formamida, en cuyo caso pueden emplearse temperaturas mas bajas. En la presente invencién, el
polinucledtido puede ser un polinucledtido que hibrida con el ARNm de la conexina 43 en condiciones de rigurosidad
media a alta, tales como cloruro de sodio 0,03 My citrato de sodio 0,03 M, de aproximadamente 50 a aproximadamente
60 grados centigrados.
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El término "cantidad con eficacia terapéutica" significa la cantidad del compuesto objetivo que provocara una respuesta
conveniente, por ejemplo, una respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema, animal o humano que se busca, por
ejemplo, por un investigador, veterinario, doctor en medicina, u otro clinico.

"Tratamiento" se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilacticas o preventivas. Aquellos que
necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya tienen el trastorno, asi como también aquellos en los que debe
prevenirse el trastorno.

El término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico vehiculo para la amplificaciédn, replicacion y/o expresion
en forma de un plasmido, fago, virus, u otro sistema (ya sea de origen natural o sintético) para el suministro de acidos
nucleicos a las células donde el plasmido, fago, o virus puede ser funcional con células huésped bacterianas, de
levadura, de invertebrados y/o de mamifero. El vector puede permanecer independiente del ADN gendmico de la célula
huésped o puede integrarse total o parcialmente con el ADN gendmico. El vector generalmente no necesitara contener
todos los elementos necesarios para ser funcional en cualquier célula huésped con la que sea compatible. Un "vector
de expresion" es un vector capaz de dirigir la expresion de un polinucledétido exégeno, por ejemplo, un polinucleétido
que codifica el dominio de unioén de una proteina de fusion, en condiciones apropiadas.

Como se describe en la presente descripcion, los términos "homologia y homoélogos" incluyen polinucleétidos que
pueden ser un homdlogo de secuencia en el polinucledtido de conexina (por ejemplo, ARNm). Tales polinucleétidos
tienen, tipicamente, al menos aproximadamente 70 % de homologia, preferentemente, al menos aproximadamente 80
%, 90 %, 95 %, 97 % o0 99 % de homologia con respecto a la secuencia relevante, por ejemplo, en una region de al
menos aproximadamente 15, 20, 30, 40, 50, 100 nucledétidos contiguos mas (de la secuencia homdéloga).

La homologia puede calcularse en base a cualquier método en la técnica. Por ejemplo, el paquete UWGCG
proporciona el programa BESTFIT que puede usarse para calcular la homologia (por ejemplo, en su configuracion
predeterminada) (Devereux y otros, Nucleic Acids Research 12, p387-395 (1984)). Los algoritmos PILEUP y BLAST
pueden usarse para calcular secuencias de homologia o alineacion (tipicamente, en su configuraciéon predeterminada),
por ejemplo, como se describe en Altschul S. F.; J Mol Evol 36: 290-300 (1993); Altschul, S. F. y otros; J Mol Biol 215:
403-10 (1990). El programa informéatico para realizar andlisis BLAST esté& disponible publicamente a través del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/L). Este algoritmo implica primero identificar un
par de secuencia de puntaje alto mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia de
consulta que coinciden o satisfacen algun puntaje T de umbral de valor positivo cuando se alinean con una palabra de
la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se conoce como el umbral de puntuacion de palabras vecinas
(Altschul y otros supra). Estas coincidencias iniciales de palabras vecinas actian como semillas para iniciar busquedas
para encontrar las HSP que las contengan. Las coincidencias de palabras se extienden en ambas direcciones a lo
largo de cada secuencia hasta que pueda aumentarse la puntuacién de alineacion acumulativa. Las extensiones para
los aciertos de palabras en cada direccion se detienen cuando: la puntuacion de alineacion acumulativa cae en la
cantidad X de su valor maximo alcanzado; la puntuacion acumulada va a cero o mas abajo, debido a la acumulacion
de uno o0 mas alineamientos de residuos de puntuacion negativa; o se alcanza el final de cualquiera de las secuencias.
Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa
BLAST usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, la matriz de puntuacién BLOSUMG62 (ver Henikoff and
Henikoff Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919 (1992)) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4,
y una comparacion de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST realiza un andlisis estadistico de la similitud entre dos secuencias; ver, por ejemplo, Karlin and
Altschul Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787 (1993). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo
BLAST es la probabilidad de suma més pequefa (P (N)), que proporciona una indicacién de la probabilidad mediante
la cual una coincidencia entre dos secuencias, de nucledtidos o aminoacidos, ocurre por casualidad. Por ejemplo, una
secuencia se considera similar a otra secuencia si la probabilidad de suma mas pequefia en comparacion con la
primera secuencia es menos de aproximadamente 1, preferentemente, menos de aproximadamente 0,1, con mayor
preferencia menos de aproximadamente 0,01, y con la maxima preferencia menos de aproximadamente 0,001.

La secuencia homdloga, tipicamente, difiere de la secuencia relevante en al menos (o no mas de) aproximadamente
1, 2, 5, 10, 15, 20 o mas mutaciones (que pueden ser sustituciones, deleciones o inserciones). Estas mutaciones
pueden medirse en cualquiera de las regiones mencionadas anteriormente en relacion con el calculo de la homologia.
La secuencia homologa, tipicamente, hibrida selectivamente con la secuencia original a un nivel significativamente
superior al del fondo. La hibridacién selectiva se consigue, tipicamente, mediante el uso de condiciones de rigurosidad
media a alta (por ejemplo, cloruro de sodio 0,03 M y citrato de sodio 0,03 M a una temperatura de aproximadamente
50 grados C a aproximadamente 60 grados C). Sin embargo, tal hibridacion puede realizarse bajo cualquier condicién
adecuada conocida en la técnica (ver Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1989)). Por ejemplo,
si se requiere alta rigurosidad, las condiciones adecuadas incluyen 0,2 x SSC a 60 grados C. Si se requiere menor
rigurosidad, las condiciones adecuadas incluyen 2 x SSC a 60 grados C.

Una "célula" significa cualquier célula viva adecuada para la aplicacion conveniente. Las células incluyen células
eucariotas y procariotas.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2766 549 T3

El término "producto génico" se refiere a una molécula de ARN transcrita a partir de un gen, o un polipéptido codificado
por el gen o traducido a partir del ARN.

El término "recombinante" se refiere a un polinucledtido sintetizado o manipulado de cualquier otra manera in vitro (por
ejemplo, "polinucledtido recombinante"), a métodos de uso de polinucleétidos recombinantes para producir productos
génicos en células u otros sistemas biologicos, o a un polipéptido ("proteina recombinante") codificado por un
polinucledtido recombinante. Por lo tanto, un polinucleétido "recombinante” se define por su método de producciéon o
por su estructura. En referencia a su método de produccién, el proceso se refiere al uso de técnicas de acido nucleico
recombinante, por ejemplo, que implica la intervencion humana en la secuencia de nucleétidos, tipicamente, seleccion
o produccioén. Alternativamente, puede ser un polinucleétido hecho generando una secuencia que comprende una
fusiéon de dos o mas fragmentos que no son contiguos naturalmente entre si. Por lo tanto, por ejemplo, se abarcan los
productos elaborados mediante la transformacion de células con cualquier vector de origen no natural, al igual que los
polinucledtidos que comprenden la secuencia derivada mediante el uso de cualquier proceso de oligonucledtido
sintético. De manera similar, un polipéptido "recombinante" es uno que se expresa a partir de un polinucleétido
recombinante.

Una "célula huésped recombinante" es una célula que contiene un vector, por ejemplo, un vector de clonacién o un
vector de expresion, o una célula que de cualquier otra manera se ha manipulado mediante técnicas recombinantes
para expresar una proteina de interés.

La familia del gen conexina es diversa, con 20 miembros identificados en el genoma humano secuenciado. Los
diferentes productos del gen de conexina se combinan para formar uniones de intersticio con diferentes propiedades,
que incluyen conductancia de poros, selectividad por tamafio, selectividad por carga, propiedades de activacion por
voltaje, y propiedades de activacion quimica, y se expresan en diferentes tejidos, y en diferentes momentos del
desarrollo o durante procesos de enfermedad. En la literatura reciente, las conexinas se denominan mas comiunmente
de acuerdo con sus pesos moleculares, por ejemplo, Cx26 es la proteina conexina de 26 Kd. Esto puede generar
confusién cuando se comparan genes de conexina de diferentes especies, por ejemplo, el Cx36 humano es homodlogo
al Cx35 del pez cebra. Como se usa en la presente descripcion, por lo tanto, debe entenderse que la referencia a una
conexina particular es una referencia a todas las variantes de especies de esta, incluso si sus pesos moleculares son
diferentes. Por lo tanto, por ejemplo, una referencia a la "conexina 43" significa no solo la conexina humana 43 sino
también a la conexina analoga de las otras especies, sin importar si también son de 43 Kd. De manera similar, la
referencia a una "conexina 43" no humana es una referencia al analogo o variante de la conexina 43 en esa especie.
Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a la "conexina 43 del caballo" es una referencia al analogo o variante relevante
de la conexina 43 humana en el caballo, incluso si no tiene un peso molecular de 43 Kd.

Compuestos

Los compuestos descritos en la presente descripcion son utiles para mejorar, tratar, o prevenir una diversidad de
trastornos y afecciones, que incluyen, pero no se limitan a afecciones cardiovasculares, inflamatorias, neuroldgicas, y
vasculares, asi como también el tratamiento de heridas. Los compuestos son Uutiles, ademas, en composiciones
farmacéuticas y en relacion con dispositivos y procedimientos médicos, que incluyen, por ejemplo, cirugias,
procedimientos de injerto, y trasplantes de érganos o tejidos. Determinados compuestos preferidos descritos en la
presente descripcion son capaces de modular o afectar el transporte de moléculas dentro y fuera de las células (por
ejemplo, bloqueo o inhibicién). Por lo tanto, determinados compuestos anticonexina descritos en la presente
descripcién modulan la comunicacién celular (por ejemplo, célula a célula). Determinados compuestos anticonexina
modulan o efectuan la transmisién de moléculas entre el citoplasma celular y el espacio periplasmico o extracelular.
Tales compuestos generalmente se dirigen a los hemicanales (conexones), porque los hemicanales estan
involucrados independientemente en el intercambio de moléculas pequefias entre el citoplasma celular y un espacio
o tejido extracelular. Por lo tanto, un compuesto descrito en la presente descripcion puede reducir directa o
indirectamente el acoplamiento entre células o entre una célula y un espacio extracelular o tejido, y la modulacién del
transporte de moléculas desde una célula a un espacio extracelular estd dentro del alcance de determinados
compuestos y casos descritos en la presente descripcion.

En la presente descripcion se describe cualquier molécula que sea capaz de provocar como respuesta una inhibicion
conveniente del paso (por ejemplo, el transporte) de moléculas a través de una union de intersticio o un hemicanal de
conexina. Los compuestos que modulan el paso de moléculas a través de una union de intersticio o un hemicanal de
conexina se describen, ademas, en casos particulares (por ejemplo, aquellos que modulan el paso de moléculas desde
el citoplasma de una célula a un espacio extracelular). Tales compuestos pueden modular el paso de las moléculas a
través de una unién de intersticio o hemicanal de conexina con o sin desacoplamiento de la union de intersticio
(mediante el bloqueo del transporte de las moléculas a través de las uniones de intersticio). Tales compuestos incluyen,
por ejemplo, proteinas y polipéptidos, polinucleétidos y cualquier otro compuesto organico, y pueden, por ejemplo,
bloquear la funcion o expresién de una unién de intersticio o un hemicanal en todo o en parte. Para obtener una lista
de algunos inhibidores de la unién de intersticio, ver por ejemplo Evans, W.H. and Boitano, S. Biochem. Soc. Trans.
29: 606 - 612 (2001).

Péptidos y polipéptidos inhibidores de conexina
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Las proteinas de unién, que incluyen péptidos, péptidos miméticos, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y similares.
etcétera, son moduladores adecuados de las uniones de intersticio y hemicanales y uniones de intersticio. Las
proteinas de union incluyen, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, fragmentos de
anticuerpos (que incluyen, por ejemplo, Fab, F (ab')2 y fragmentos Fv; anticuerpos de cadena unica; cadena uUnica de
Fv; y moléculas de unién de cadena unica tales como las que comprenden, por ejemplo, un dominio de unidn, bisagra,
dominios CH2 y CH3, todos como se describe en El documento WO02/056910 de Ledbetter y otros publicado el 25
de julio de 2002); anticuerpos recombinantes y fragmentos de anticuerpos que pueden unir un determinante antigénico
(es decir, esa porciéon de una molécula, generalmente conocida como epitopo) que hace contacto con un anticuerpo
particular u otra molécula de union. Estas proteinas de unién, que incluyen anticuerpos, fragmentos de anticuerpos;
etcétera, pueden ser quiméricas o humanizadas o de cualquier otra manera hechas para ser menos inmunogénicas
en el sujeto al que se les administra, y pueden sintetizarse, producirse recombinantemente, o producirse en bibliotecas
de expresion. Se prevé que cualquier molécula de unién conocida en la técnica o descubierta mas tarde, tal como las
mencionadas en la presente descripcion y/o descritas con mayor detalle en la técnica. Ver Harlow, E., and Lane, D.,
"Antibodies: A Laboratory Manual," Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 349 (1988). Por ejemplo,
las proteinas de unidn incluyen no solo anticuerpos, y similares, sino también ligandos, receptores, péptidos miméticos,
u otros fragmentos o moléculas de unién (por ejemplo, producidos mediante la exposicidén en fagos) que se unen a
una diana (por ejemplo, conexina, hemicanal, o moléculas asociadas).

Las moléculas de unién generalmente tendran una especificidad conveniente, que incluye, pero no se limita a la
especificidad de unidn, y la afinidad conveniente. La afinidad, por ejemplo, puede ser una Ka mayor que o igual a
aproximadamente 10* M-', mayor que o igual a aproximadamente 108 M-', mayor que o igual a aproximadamente 107
M-', mayor que o igual a aproximadamente 108 M-'. Incluso, las afinidades mayores que aproximadamente 108 M- son
adecuadas, tales afinidades igual a o mayor que aproximadamente 10° M-', aproximadamente 10'° M-,
aproximadamente 10"" M-, y aproximadamente 10'2 M. Las afinidades de las proteinas de union Utiles en la presente
invencién pueden determinarse facilmente mediante el uso de técnicas convencionales, por ejemplo, las descritas por
Scatchard y otros, 1949 Ann. N.Y. Acad. Sci. 51: 660.

Los inhibidores peptidicos (por ejemplo, péptidos miméticos) de uniones de intersticio y hemicanales se describen en
la presente descripcion. Ver por ejemplo Berthoud, V.M. y otros, Am J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol. 279: L619 -
L622 (2000); Evans, W.H. and Boitano, S. Biochem. Soc. Trans. 29: 606 - 612, and De Vriese A.S., y otros. Kidney Int.
61: 177 - 185 (2001).

Mediante el uso de datos obtenidos de graficos de hidropatia, se ha propuesto que una conexina contiene cuatro
regiones transmembranales y dos lazos cortos extracelulares. Paul DL. J Cell Biol 103: 123-134 (1996). EI
posicionamiento de la primera y segunda regiones extracelulares de conexina se caracterizé adicionalmente mediante
la producciéon informada de anticuerpos antipéptidos usados para la inmuno localizacion de los epitopos
correspondientes sobre las uniones de intersticio separadas. Goodenough D.A. J Cell Biol 107: 1817-1824 (1988);
Meyer R.A., J Cell Biol 119: 179-189 (1992).

Los dominios extracelulares de un hemicanal aportados por dos células adyacentes se "acoplan” entre si para formar
canales de unién de intersticio completos. Los reactivos que interfieren con las interacciones de estos dominios
extracelulares perjudicaran la comunicacion de célula a célula. Los péptidos cortos correspondientes a secuencias
dentro de los lazos extracelulares de conexinas se informaron como inhibidores de la comunicacion intercelular.
Boitano S. and Evans W. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 279: L623-L630 (2000). Se ha reportado el uso de
péptidos como inhibidores de la formacién de canales célula-célula producidos por la conexina (Cx) 32 expresada en
ovocitos pareados de Xenopus. Dahl G, y otros, Biophys J 67: 1816-1822 (1994). Berthoud, VM y Seul, KH, resumieron
algunos de estos resultados. Am J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol. 279: L619 - L622 (2000). La modulacion de la
funciéon de hemicanal mediante la fosforilacion de un residuo de tirosina se reportdé por Jensen y otros,
(US2004/0092429), cuyas ensefianzas no abarcan los compuestos anticonexina y los métodos descritos en la
presente descripcion.

En otro aspecto, un compuesto anticonexina comprende un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos
correspondiente a una region transmembranal (por ejemplo, 17 a 4?) de una conexina (por ejemplo, conexina 45, 43,
26, 30, 31.1y 37). En determinados casos descritos, el compuesto anticonexina comprende un péptido que comprende
una secuencia de aminoacidos correspondiente a una porcion de una region transmembranal de una conexina 45. En
determinados casos descritos, el compuesto anticonexina es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende de 5 a 20 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:62, un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos
que comprende de 8 a 15 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:62, o un péptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende 11 a 13 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:62. Otros casos descritos se dirigen a
un compuesto anticonexina que es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende al menos 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 20, 25, 0 30 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:62. En determinados compuestos
anticonexina descritos en la presente descripcion, los dominios extracelulares de conexina 45 correspondientes a los
aminoacidos en las posiciones 46-75 y 199-228 de la SEQ ID NO: 62 se usan para desarrollar las secuencias
peptidicas particulares. Por lo tanto, determinados péptidos descritos en la presente descripcion tienen una secuencia
de aminoacidos correspondiente a las regiones en las posiciones 46-75 y 199-228 de la SEQ ID NO: 62. Los péptidos
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no necesitan tener una secuencia de aminoacidos idéntica a las porciones de la SEQ ID NO: 62, y pueden hacerse
cambios conservativos de aminoacidos de manera que los péptidos retengan la actividad de unién o la actividad
funcional en los ensayos descritos en la presente descripcion y conocidos de cualquier otra manera en la técnica. En
otros casos descrito, el péptido se dirige a la region diana de la proteina conexina distinta de los dominios
extracelulares (por ejemplo, las porciones de la SEQ ID NO:62 no correspondientes a las posiciones 46-75y 199-228).

En otras modalidades, el compuesto anticonexina comprende un péptido que comprende una secuencia de
aminoacidos correspondiente a una porciéon de una regién transmembranal de una conexina 43. En determinadas
modalidades, el compuesto anticonexina es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende de 5
a 20 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:63, un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
de 8 a 15 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:63, o un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende 11 a 13 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:63. Otras modalidades se dirigen a un compuesto
anticonexina que es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende al menos 5, 6, 7, 8. 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 20, 25 o 30 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:63. En otros compuestos anticonexina, los
dominios extracelulares de la conexina 43 correspondientes a los aminoacidos en las posiciones 37-76 y 178-208 de
la SEQ ID NO: 63 se usan para desarrollar las secuencias de péptidos particulares. Por lo tanto, determinados péptidos
descritos en la presente descripcion tienen una secuencia de aminoacidos correspondiente a las regiones en las
posiciones 37-76 y 178-208 de la SEQ ID NO: 63. Los péptidos no necesitan tener una secuencia de aminoacidos
idéntica a las porciones de la SEQ ID NO: 63, y pueden hacerse cambios conservativos de aminoacidos de manera
que los péptidos retengan la actividad de union o la actividad funcional en los ensayos descritos en la presente
descripcién y conocidos de cualquier otra manera en la técnica. En otras modalidades, el péptido se dirige a la regién
diana de la proteina conexina distinta de los dominios extracelulares (por ejemplo, las porciones de la SEQ ID NO:63
no correspondientes a las posiciones 37-76 y 178-208).

En determinadas modalidades no limitantes, los péptidos anticonexina 43 comprenden secuencias correspondientes
a una porcion de los dominios extracelulares de conexina con sustituciones conservativas de aminoacidos de manera
que los péptidos son compuestos anticonexina 43 funcionalmente activos. Las sustituciones conservativas de
aminodcidos ilustrativas incluyen, por ejemplo, la sustitucion de un aminoacido no polar con otro amino&cido no polar,
la sustitucion de un aminoacido aromatico con otro aminoacido aromatico, la sustitucién de un aminoacido alifatico
con otro aminoacido alifatico, la sustitucion de un aminoéacido polar con otro aminoacido polar, la sustitucién de un
aminoacido acido con otro aminoacido acido, la sustitucion de un aminoacido basico con otro aminoacido basico, y la
sustitucion de un aminoacido ionizable con otro aminoacido ionizable.

Los péptidos ilustrativos dirigidos a la conexina 43 se muestran mas abajo en la Tabla 1. M1, 2, 3 y 4 se refieren a la
17 a 4% regiones transmembranales de la proteina conexina 43, respectivamente. E2 se refiere al primer y segundo
lazo extracelular, respectivamente.

Tabla 1. Inhibidores Pentidicos de la Comunicacién Intercelular (cx43)

FEVAFLLIQWI M3 & E2 (SEQ ID NO:32)
LLIQWYIGFSL E2 (SEQ ID NO:33)
SLSAVYTCKRDPCPHQ E2 (SEQ ID NO:34)
VDCFLSRPTEKT E2 (SEQ ID NO:35)
SRPTEKTIFII E2 & M4 (SEQ ID NO:36)
LGTAVESAWGDEQ M1 & E1 (SEQ ID NO:37)
QSAFRCNTQQPG E1 (SEQ ID NO:38)
QQPGCENVCYDK E1 (SEQ ID NO:39)
VCYDKSFPISHVR E1 (SEQ ID NO:40)

La Tabla 2 proporciona péptidos de conexina ilustrativos adicionales usados en la inhibicion de la funcion del hemicanal
o de la unién de intersticio. En otros casos descritos, se realizan cambios conservativos de aminoacidos en los péptidos
o fragmentos de estos.

Tabla 2. Inhibidores Peptidicos Adicionales de la Comunicacién Intercelular (cx32, cx43)

Conexina |Localizacién AA'y Secuencia
Cx32 E1 39-7 |AAESVWGDEIKSSFICNTLQPGCNSVCYDHFFPISHVR | (SEQ ID NO: 41)
Cx32 E1 41-52 |[ESVWGDEKSSFI (SEQ ID NO: 42)
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Cx32 E1 52-63 ICNTLQPGCNSV (SEQ ID NO: 43)
Cx32 E1 62-73 SVCYDHFFPISH (SEQ ID NO: 44)
Cx32 E2 164-188 |RLVKCEAFPCPNTVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 45)
Cx32 E2 166-177 |VKCEAFPCPNTV (SEQ ID NO: 46)
Cx32 E2 177-188 |VDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 47)
Cx32 E1 63-75 VCYDHFFPISHVR (SEQ ID NO: 48)
Cx32 E1 43-59 VWGDEKSSFICNTLQPGY (SEQ ID NO: 49)
Cx32 E1 46-59 DEKSSFICNTLQPGY (SEQ ID NO: 50)
Cx32 E2 182-192 |SRPTEKTVFTV (SEQ ID NO: 51)
Cx32/Cx43 E2 182-188 |SRPTEKT (SEQ ID NO: 52)
201-207
Cx43 E1 64-76 VCYDKSFPISHVR (SEQ ID NO: 53)
Cx43 E2 201-211 | SRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 54)
Cx32 E1 52-63 ICNTLQPGCNSV (SEQ ID NO: 55)
Cx40 E2 177-192 |FLDTLHVCRRSPCPHP (SEQ ID NO: 56)
Cx43 E2 180-195 |SLSAVYTCKRDPCPHQ (SEQ ID NO: 57)
Cx43 E1 64-76 VCYDKSFPISHVR (SEQ ID NO: 58)
Cx43 E2 201-211 | SRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 59)
Cx43 E2 188-205 |KRDPCHQVDCFLSRPTEK (SEQ ID NO: 60)

La Tabla 3 proporciona los lazos extracelulares para los miembros de la familia de la conexina que se usan para
desarrollar los péptidos inhibidores descritos en la presente descripcion. Los péptidos y los fragmentos de estos
proporcionados en la Tabla 3, se usan como péptidos inhibidores. En otros casos descritos, los péptidos que
comprenden de aproximadamente 8 a aproximadamente 15, de aproximadamente 11 a aproximadamente 13
aminodcidos contiguos de los péptidos en esta Tabla son péptidos inhibidores. En otros casos descritos, se realizan
cambios conservativos de aminoacidos en los péptidos o fragmentos de estos. Ver Boitano S. and Evans W. Am J
Physiol Lung Cell Mol Physiol 279: L623-L630 (2000).

Tabla 3. Lazos extracelulares para diversos miembros de la familia conexina

E1

huCx26 KEVWGDEQADFVCNTLQPGCKNVCYDHYFPISHIR (SEQ ID NO: 68)
huCx30 QEVWGDEQEDFVCNTLQPGCKNVCYDHFFPVSHIR (SEQ ID NO: 69)
huCx30.3 |EEVWDDEQKDFVCNTKQPGCPNVCYDEFFPVSHVR (SEQ ID NO: 70)
huCx31 ERVWGDEQKDFDCNTKQPGCTNVCYDNYFPISNIR (SEQID NO: 71)
huCx31.1 |ERVWSDDHKDFDCNTRQPGCSNVCFDEFFPVSHVR SEQ ID NO: 72)

(
huCx32 ESWJGDEKSSFICNTLQPGCNSVCYDQFFPISHVR (SEQ ID NO: 73)
huCx36 ESVWGDEQSDFECNTAQPGCTNVCYDQAFPISHIR (SEQ ID NO: 74)
huCx37 ESVWGCEQSDFECNTAQPGCTNVCYDQAFPISHIR (SEQ ID NO: 75)
huCx40.1 |RPVYQDEQERFVCNTLOPGCANVCYDVFSPVSHLR (SEQ ID NO: 76)
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huCx43 ESAWGDEQSAFRCNTQQPGCENVCYCKSFPISHVR (SEQ ID NO: 77)
huCx46 EDVMGDEQSDFTCMTQQPGCEMVCYDRAFPISHIR (SEQ ID NO: 78)
huCx46.6 |EAIYSDEQAKFTCNTRQPGCDNVCYDAFAPLSHVR (SEQ ID NO: 79)
huCx40 ESSWGDEQADFRCDTIQFGCQNVCTDQAFPXSHIR (SEQ ID NO: 80)
huCx45 |GESIYYDEQSKFVCNTEQPGCENVCYDAFAPLSHVR (SEQ ID NO: 81)
E2

huCx26 MYVFYVKYDGFSMQRLVKCNAWPCPNTVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 82)
huCx30 MYVFYFLYNGYHLPWVLKCGICPCPNLVDCFISRPTEKT (SEQ ID NO: 83)
huCx30.3 |LYZFHFLLYKDYDMPRVVACSVEPCPHTVDCYISRPTEKK (SEQ ID NO: 64)
huCx31 LYLLHTLWHGFNMPRLVQCANVAPCPNIVDCYIARPTEKK (SEQ ID NO: 85)
huCx31.1 |LYVFHSFYPKYILPPWKCHADPCPNIVDCFISKPSEKN (SEQ ID NO: 86)
huCx32 MYVFYLLYPGYAMVRLVKCDVYPCPNTVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 87)
huCx36 LYGWTMEPVIVCQRAPCPYLVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 88)
huCx37 LYGWTMEPVFVCORAPCPYLVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 89)
huCx40.1 | GALHYFLFGFLAPKKFPCTRPPCTGVVDCYVSRPTEKS (SEQ ID NO: 90)
huCx43 LLIQWYIYGFSLSAVYTCKRDPCPHQVDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO: 91)
huCx46 IAGQYFLYGFELKPLYRCDRWPCPNTVDCFISRPTEKT (SEQ ID NO: 92)
huCx46.6 |[LVGQYLLYGFEVRPFFPCSRQPCPHVVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 93)
huCx40 IVGQYFIYGIFLTTLHVCRRSPCPHPVNCYVSRPTEKN (SEQ ID NO: 94)
huCx45 LXGQYFLYGFQVHPFYVCSRLPCHPKIDCFISRPTEKT (SEQ ID NO: 95)

Las secuencias del dominio E2 de diferentes isotipos de conexina se muestran con aminoacidos homélogos al péptido
de la SEQ ID NO:35 y al péptido de la SEQ ID NO:36, en negrita. Tenga en cuenta que los uUltimos 4 aminoéacidos del
péptido de la SEQ ID NO:36 son parte del cuarto dominio de membrana. La Tabla 4 proporciona el dominio extracelular
para los miembros de la familia de conexina que se usan para desarrollar los péptidos inhibidores descritos en la
presente descripcion. Los péptidos y los fragmentos de estos proporcionados en la Tabla 4, se usan como péptidos
inhibidores. En otros casos descritos, los péptidos que comprenden de aproximadamente 8 a aproximadamente 15,
de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 aminodacidos contiguos de los péptidos en esta Tabla son péptidos
inhibidores. En otros casos descritos, se realizan cambios conservativos de aminoacidos en los péptidos o fragmentos

de estos.

Tabla 4. Dominios extracelulares

Péptido VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO: 35)
Péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 36)
huCx43 LLIQWYIYGFSLSAVYTCKRDPCPHQVDCFLSRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 96)
huCx26 MYVFYVMYDGFSMQRLVKCNAWPCPNTVDCFVSRPTEKTVFTV (SEQ ID NO: 97)
huCx30 YVFYFLYNGYHLPWVLKCGIDPCPNLVDCFISRPTEKTVFTI (SEQ ID NO: 98)
huCx30.3 |LYIFHRLYKDYDMPRWACSVEPCPHTVDCYISRPTEKKVFTY (SEQ ID NO: 99)
huCx31 LYLLHTLWHGFNMPRLVQCANVAPCPNIVDCYIARPTEKKTY (SEQ ID NO: 100)
huCx31.1  |LYVFHSFYPKYILPPWKCHADPCPNIVDCFISKPSEKNIFTL (SEQ ID NO: 101)
huCx32 MYVFYLLYPGYAMVRLVKCDVYPCPNTVDCFVSRPTEKTVFTV (SEQ ID NO: 102)
huCx36 LYGWTMEPVFVCQRAPCPYLVDCFVSRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 103)
huCx37 LYGWTMEPVFVCQRAPCPYLVDCFVSRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 104)
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huCx40.1 |GALHYFLFGFLAPKKFPCTRPPCTGVVDCYVSRPTEKSLLML
huCx46 IAGQYFLYGFELKPLYRCDRWPCPNTVDCFISRPTEKTIFII
huCx46.6 |LVGQYLLYGFEVRPFFPCSRQPCPHVVDCFVSRPTEKTVFLL
huCx40 IVGQYFIYGIFLTTLHVCRRSPCPHPVNCYVSRPTEKNVFIV
huCx45 LIGQYFLYGFQVHPFYVCSRLPCHPKIDCFISRPTEKTIFLL

La Tabla 5 proporciona los péptidos inhibidores de conexina 40 mostrados con referencia a los lazos extracelulares

(SEQ ID NO: 105)
(SEQ ID NO: 106)
(SEQ ID NO: 107)
(SEQ ID NO: 108)
(SEQ ID NO: 109)

(E1y E2) de conexina 40. Los aminoacidos en negrita se dirigen a las regiones transmembranales de conexina 40.

Tabla 5. Péptidos inhibidores de Cx40

E1
LGTAAESSWGDEQADFRCDTIQPGCQNVCTDQAFPISHIRFWVLQ
LGTAAESSWGDEQA
DEQADFRCDTIQP
TIQPGCQNVCTDQ
VCTDQAFPISHIR

AFPISHIRFWVLQ
E2
MEVGFIVGQYFIYGIFLTTLHVCRRSPCPHPVNCYVSRPTEKNVFIV
MEVGFIVGQYF
IVGQYFIYGIFL
GIFLTTLHVCRRSP
RRSPCPHPVNCY

VNCYVSRPTEKN

SRPTERNVFIV

La Tabla 6 proporciona los péptidos inhibidores de conexina 45 que se muestran con referencia a los lazos
extracelulares (E1 y E2) de conexina 45. Los aminoacidos en negrita se dirigen a las regiones transmembranales de

conexina 45

Tabla 6. Péptidos inhibidores de Cx45
E1
LTAVGGESIYYDEQSKFVCNTEQPGCENVCYDAFAPLSHVRFWVFQ

LTAVGGESIYYDEQS

DEQSKFVCNTEQP

TEQPGCENVCYDA

VCYDAFAPLSHVR

APLSHVRFWVFQ

21

(SEQ ID NO: 110)
(SEQ ID NO: 111)
(SEQ ID NO: 112)
(SEQ ID NO: 113)
(SEQ ID NO: 114)
(SEQ ID NO: 115)

(SEQ ID NO: 116)
(SEQ ID NO: 117)
(SEQ ID NO: 118)
(SEQ ID NO: 119)
(SEQ ID NO: 120)

(homdlogo de la SEQ

ID NO:35)

(SEQ ID NO: 36)

(SEQ
121)

(SEQ
122)

(SEQ
123)
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124)
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125)
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126)
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E2

FEVGFLIGQYFLYGFQVHPFYVCSRLPCHPKIDCFISRPTEKTIFLL (SEQ ID NO:
127)

FEVGFLIGQYF (SEQ ID NO:
128)

LIGQYFLYGFQV (SEQ ID NO:
129)

GFQVHPFYVCSRLP (SEQ ID NO:
130)

SRLPCHPKIDCF (SEQ ID NO:
131)

IDCFISRPTEKT |(SEQ ID NO:
36)

(SEQ ID NO:
SRPTEKTIFLL 37)

Se prefiere que determinados péptidos inhibidores bloqueen los hemicanales sin un bloqueo conveniente de las
uniones de intersticio. Si bien no desea vincularse a ninguna teoria 0 mecanismo en particular, se cree, ademas, que
determinados péptidos miméticos (por ejemplo, VCYDKSFPISHVR, SEQ ID NO: 53) bloquean los hemicanales sin
causar el desacoplamiento de las uniones de intersticio (Ver Leybeart y otros, Cell Commun Adhes 10: 251 - 257
(2003)). El péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:54) puede usarse, ademas, por ejemplo, para bloquear los hemicanales
sin desacoplar las uniones de intersticio. El péptido SRGGEKNVFIV (SEQ ID NO:61) puede usarse como una
secuencia de control (DeVriese y otros, Kidney Internat. 61: 177 - 185 (2002)). Ejemplos de péptidos inhibidores de
conexina 45 YVCSRLPCHP (SEQ ID NO:132), QVHPFYVCSRL (SEQ ID NO:133), FEVGFLIGQYFLY (SEQ ID
NO:134), GQYFLYGFQVHP (SEQ ID NO:135), GFQVHPFYVCSR (SEQ ID NO:136), AVGGESIYYDEQ (SEQ ID
NO:137), YDEQSKFVCNTE (SEQ ID NO:138), NTEQPGCENVCY (SEQ ID NO:139), CYDAFAPLSHVR (SEQ ID
NO:140), FAPLSHVRFWVF (SEQ ID NO:141) y LIGQY SEQ ID NO:142), QVHPF (SEQ ID NO:143), YVCSR (SEQID
NO: 144), SRLPC (SEQ ID NO:145), LPCHP (SEQ ID NO:146) y GESIY (SEQ ID NO:147), YDEQSK (SEQ ID NO:148),
SKFVCN (SEQ ID NO: 149), TEQPGCEN (SEQ ID NO:150), VCYDAFAP (SEQ ID NO:151), LSHVRFWVFQ (SEQ ID
NO:152). Los péptidos solamente pueden ser de 3 aminoacidos en longitud, que incluyen SRL, PCH, LCP, CHP, 1YY,
SKF, QPC, VCY, APL, HVR, o mas largos, por ejemplo: LIQYFLYGFQVHPF (SEQ ID NO:153), VHPFYCSRLPCHP
(SEQ ID NO:154), VGGESIYYDEQSKFVCNTEQPG (SEQ ID NO:155), TEQPGCENVCYDAFAPLSHVRF (SEQ ID
NO:156), AFAPLSHVRFWVFQ (SEQ ID NO:157).

En determinados casos descritos, los péptidos que comprenden de aproximadamente 3 a aproximadamente 30, de
aproximadamente 8 a aproximadamente 15, de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 aminoacidos contiguos
de los péptidos en la Férmula 1A son péptidos inhibidores.

Férmula 1A

X1-X2-X3-X4-X5-Gly-X7-Xg-Xo-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18-Cys-X20-X21-X22-X23-Pro-Gly-Xze-
X27-X28-X29-CyS-X31-X32-X33-X34-X35-Pro-Xa7-X3s-X39-X40-X41-Xa2-X43-Xa4-X45-X46 (Formula 1A)

en donde X1y Xs7 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Leu, lle, Met y Val; X2 se selecciona
del grupo que consiste en Thr, Asn, Ser y Ala; X3 se selecciona del grupo que consiste en Ala, Ser, Gly and Thr; X4,
X1s, X29, X40 ¥ Xa4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Val, lle, Met and Leu; Xs se selecciona
de un grupo que consiste en Gly, Glu, Asp, Ser y Ala; X7, X13, X22 y X27 se seleccionan independientemente del grupo
que consiste en Glu, Asp, GIn and Lys; Xs, X15 y X3s se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
Ser, Ala, Asn y Thr; X9 se selecciona de un grupo que consiste en lle, Val, Leu y Met; X410, X11 y X31 se seleccionan
independientemente del grupo que consiste en Tyr, Phe, Trp y His; X12 y X32 se seleccionan independientemente del
grupo que consiste en Asp, Glu y Asn; X14 y X23 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Gin,
Glu, Arg y Lys; Xie se selecciona del grupo que consiste en Lys, Arg, Glu y GIn; X17 y X34 se seleccionan
independientemente del grupo que consiste en Phe, Tyry Trp; X20 y X2s se seleccionan independientemente del grupo
que consiste en Asn, Ser, His y Asp; X21 se selecciona del grupo que consiste en Thr y Ser; X33 y X35 se seleccionan
independientemente de un grupo que consiste en Ala y Ser; Xs9 se selecciona del grupo que consiste en His, Tyr y
Asn;

X41 se selecciona de un grupo que consiste en Arg, Lys y GIn; X42 y X45 se seleccionan independientemente de un
grupo que consiste en Phe, Tyr, Cys. Leu y Tyr; X43 se selecciona de un grupo que consiste en Trp, Tyr, Arg, Lys, Cys
y Phe; y X46 se selecciona de un grupo que consiste en GIn, His, Glu, Lys, Arg, Asn y Asp.
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En determinados casos descritos, los péptidos que comprenden de aproximadamente 3 a aproximadamente 30, de
aproximadamente 8 a aproximadamente 15, de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 aminoacidos contiguos
de los péptidos en la Férmula 1B son péptidos inhibidores.

Férmula 1B:

X1-X2-X3-X4-X5-X6-X7-Gly-Xo-X10-X11-X12-X13-Gly-X15-X16-X17-X18-Pro-X20,X21-X22-Cys-X24-X25-X26-
Pro-Cys-X29-P-X31-X32-X33-Cys-X35-X36-X37-X38-Pro-Xao-Xa1-Xa2-X43-X44-X45-X46-X47-X48 (Férmula 1B)

y X22 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Val, lle, Met y Leu; X4 se selecciona de un
grupo que consiste en Gly, Glu, Asp, Ser y Ala; Xs, X12 ¥ X26 se seleccionan independientemente de un grupo que
consiste en Leu, lle, Met y Val; X7, X32, X3, X44 y X4s se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en
lle, Val, Leu y Met; Xo, y X16 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en GIn, Glu, Arg y Lys; Xio,
X13 y X21 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Tyr, Phe, Trp y His; X11, X15, X20 y X35 se
seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Phe, Tyr y Trp; X1 y X9 se seleccionan
independientemente de un grupo que consiste en His, Tyr y Asn; X24 y X37 se seleccionan independientemente de un
grupo que consiste en Ser, Ala, Asn y Thr; X25 y Xss se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en
Arg, Lys y GIn; X31 y X42 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Lys, Arg, Glu y GIn; X33 se
selecciona de un grupo que consiste en Asp, Glu y Asn; X40 y X43 se seleccionan independientemente de un grupo
que consiste en Thr y Ser; Xa1 se selecciona de un grupo que consiste Glu, Asp, GIn y Lys; y X46 y X47 se seleccionan
independientemente de un grupo que consiste en Val, lle, Met, Leu y Phe.

En determinados casos descritos, los péptidos que comprenden de aproximadamente 3 a aproximadamente 30, de
aproximadamente 8 a aproximadamente 15, de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 aminoacidos contiguos
de los péptidos en la Férmula 2A son péptidos inhibidores.

Férmula 2A

X1-X2-X3-X4-X5-Xe-X7-X8-Xo-Gly-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-Cys-X19X20-X21-X22-Pro-Gly-Cys-X26-
X27-X28-Cys-X30-X31-X32-X33-X34-Pro-Xze-X37-X38-X39-X40-X41-Xa2-X43-X44-Xa5 (Férmula 2A)

en donde X1y X4 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Leu, lle, Met, Val y Pro; X2 se
selecciona de un grupo que consiste en Gly, Glu, Asp, Ser y Ala; X3 se selecciona de un grupo que consiste en Thr,
Ser, Asn y Ala; X4 se selecciona de un grupo que consiste en Ala, Ser, Gly y Thr, Xs, X2s, X39 y X43 se seleccionan
independientemente de un grupo que consiste en Val, lle, Met y Leu; Xs, X12, y X26 se seleccionan independientemente
de un grupo que consiste en Glu, Asp, GIn y Lys; X7, X14, X33 y X37 se seleccionan independientemente de un grupo
que consiste en Ser, Ala, Asn y Thr; Xs y X15 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Ala 'y
Ser; Xg se selecciona de un grupo que consiste en Trp, Tyr y Phe; X11 y X31 se seleccionan independientemente de
un grupo que consiste en Asp, Glu y Asn; Xi3, X21, y X22 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste
en GIn, Glu, Arg y Lys; X16 y X34 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Phe, Tyry Trp; X17
y X40 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Arg, Lys y GIn; X19 y X27 se seleccionan
independientemente de un grupo que consiste en Asn, Ser, His y Asp; X20 se selecciona de un grupo que consiste en
Thr y Ser, X3o0 se selecciona de un grupo que consiste en Tyr, Phe, Trp e His; Xs2 se selecciona de un grupo que
consiste en Lys, Arg, Glu y GIn; Xss se selecciona de un grupo que consiste en lle, Val, Leu y Met; Xss se selecciona
de un grupo que consiste en His, Tyr y Asn; X41 se selecciona de un grupo que consiste en Phe, Tyr, Cys, Leuy Trp;
X42 se selecciona de un grupo que consiste en Trp, Tyr, Phe, Arg, Lys y Cys; y Xas se selecciona de un grupo que
consiste en Gin, His, Glu, Lys, Arg, Asn y Asp.

En determinados casos descritos, los péptidos que comprenden de aproximadamente 3 a aproximadamente 30, de
aproximadamente 8 a aproximadamente 15, de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 aminoacidos contiguos
de los péptidos en la Férmula 2B son péptidos inhibidores.

Férmula 2B

X1-X2-X3-X4-X5-X5-X7-Xg-Xo-X10-X11-X12-X13-Gly-X15-X16-X17-X18-X19-X20-X21-X22-Cy$-X24-X25-X26-
Pro-Cys-Pro-X30-X31-X32-X33-Cys-X35-X36-X37-X38-Pro-X4o-X41-X42-X43-Xa4-Xa5-Xae-Xa7-Xag (Formula 2B)

en donde X1, X5 y Xa5 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Phe, Tyr, Cys, Trp y Leu; X2
se selecciona de un grupo que consiste en Glu, Asp, GIn, Gly, His, Arg, Asn y Lys; X3, Xi7, y X22 se seleccionan
independientemente de un grupo que consiste en Val, lle, Met y Leu; X4 se selecciona de un grupo que consiste en
Gly, Glu, Asp, Sery Ala; Xs, X12 y X26 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Leu, lle, Met y
Val; X7. X32, X36, X44 y Xas se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en lle, Val, Leu y Met; Xo, y
X16 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en GIn, Glu, Arg y Lys; X10, X13 y X21 se seleccionan
independientemente de un grupo que consiste en Tyr, Phe, Trp y His; X11, X145, X20 y X35 se seleccionan
independientemente de un grupo que consiste en Phe, Tyry Trp; X1s y X29 se seleccionan independientemente de un
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grupo que consiste en His, Tyr y Asn; X24 y Xs7 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Ser,
Ala, Asn y Thr; X25 y X3s se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Arg, Lys y GIn; X31 y/o Xa2
se selecciona de un grupo que consiste en Lys, Arg, Glu y GIn; X33 se selecciona de un grupo que consiste en Asp,
Glu y Asn; X40 and Xas se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Thr y Ser; Xa1 se selecciona
de un grupo que consiste en Glu, Asp, GIn y Lys; y X46 y X47 se seleccionan independientemente de un grupo que
consiste en Val, lle, Met, Leu y Phe.

Ensayos de Unién de Afinidad para Péptidos

Los ensayos de precipitacion pueden usarse para verificar la interaccion proteina-péptido. En este ensayo, el péptido
puede marcarse, con una etiqueta que reacciona o se fusiona a las proteinas, es decir, GST (Glutation-S-Transferasa),
que se usara para capturar y 'precipitar' la pareja de unién a una proteina mediante la unién a una perla de celulosa,
agarosa o niquel. Después de la eluciéon del complejo mediante el uso del tampdn de carga SDS-PAGE o,
alternativamente, la elucion de analito competitiva, el complejo se visualiza mediante una corrida en un gel SDS-PAGE
y mediante el uso de métodos de deteccion de Analisis de transferencia Western. Los métodos conocidos en la técnica
para realizar ensayos de union se describen en Einarson, M.B. and Orlinick, J.R., "ldentification of Protein-Protein
Interactions with Glutathione S-Transferase Fusion Proteins" In Protein-Protein Interactions: A Molecular Cloning
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, pp. 37-57 (2002), Einarson, M.B. Detection of Protein-Protein
Interactions Using the GST Fusion Protein Pulldown Technique. En Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ra
Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, pp.18.55-18.59 (2001), y Vikis, H.G. and Guan, K.L. Glutathione-S-
Transferase-Fusion Based Assays for Studying Protein-Protein Interactions. En Protein-Protein Interactions, Methods
and Applications, Methods in Molecular Biology, 261, Fu, H. Ed. Humana Press, Totowa, N.J., pp. 175-186 (2004).

Las interacciones y la afinidad de proteinas y péptidos pueden evaluarse mediante el uso de la tecnologia de
resonancia de plasmones superficiales que permite medir estas interacciones en tiempo real (disponible a través de
BlAcore). Este enfoque tiene la ventaja de detectar las interacciones de proteinas de baja afinidad. La resonancia de
plasmones superficiales se basa en un fenémeno 6ptico que se usa para medir los cambios en la concentracién de la
solucion de moléculas en una superficie bioespecifica. Esta sefial surge en peliculas metalicas delgadas en
condiciones de reflexién interna total. Esta sefial depende del indice de refraccion de las soluciones en contacto con
la superficie. Las moléculas en solucion exhiben cambios en el indice de refraccion y, por lo tanto, dan lugar a una
sefial medible si se produce una interaccion bioespecifica. Tipicamente, la proteina se inmoviliza mediante uno de
diversos métodos posibles sobre una superficie carboximetilada de dextrano-oro. El péptido de interaccion de interés
se inyecta sobre la superficie y se mide la cinética de unién en tiempo real. Los métodos conocidos en la técnica para
realizar ensayos de unidn se describen en Schuck, P., "Reliable determination of binding affinity and kinetics using
surface plasmon resonance biosensors", Currrent Opinion in Biotechnology, 8(4):498-502 (1997), y Zhang, X,
Oglesbee, M. "Use of surface plasmon resonance for the measurement of low affinity binding interactions between
HSP72 and measles virus nucleocapsid protein." Biological Procedures Online. 5(1): 170-181 (2003).

Ensayos Funcionales

Para determinar si los péptidos miméticos son capaces de bloquear la apertura de los hemicanales pueden usarse
ensayos funcionales. La linea celular de cancer cervical humano Hela se transfectdé de manera estable con Cx43,
Cx45 u otra conexina de interés particular. Las células se incubaron en una solucién cero calcio (HBSS-HEPES que
contiene EGTA 1 mM), que se ha demostrado que activa a los hemicanales de conexina (Ver Braet, K., y otros,
"Pharmacological sensitivity of ATP release triggered by photoliberation of inositol-1,4,5-tibphosphate and zero
extracellular calcium in brain endothelial cells. Journal of Cellular Physiology", 197(2): p. 205-213 (2003), DeVries, S.H.
and EA. Schwartz, "Hemi-gap-junction channels in solitary horizontal cells of the catfish retina." Journal of Physiology,
445: p. 201-230 (1992), y Li, H., y otros, Properties and regulation of gap junctional hemichannels in the plasma
membranes of cultured cells. Journal of Cell Biology, 134(4): p. 1019-1030 (1996)). Después, las células se incubaron
durante 30 minutos en una solucién de HBSS-HEPES que contiene EGTA 1 mM y yoduro de propidio 2 mM. El yoduro
de propidio es un colorante fluorescente que es impermeable a las membranas, pero debido a su pequefio peso
molecular es capaz de entrar a través de los hemicanales. La absorcion de yoduro de propidio se determinara mediante
microscopia de fluorescencia. Las células se incubaran con yoduro de propidio en presencia de los péptidos miméticos
para determinar si estos pueden evitar la absorcion de colorantes.

Polinucledtidos y acidos nucleicos inhibidores de conexina

Los compuestos antisentido pueden usarse, ademas, en ciertas modalidades. Los compuestos antisentido incluyen
polinucledtidos tales como desoxinucleotidos antisentido, nucleétidos de morfolino, ARNi y desoxirribozimas dirigidos
a isoformas especificas de conexina que resultan en una traduccién reducida de la isoforma de la proteina e interfieren
con la funcién de las uniones de intersticio. La administracion de estos compuestos antisentido resulta en la reduccién
de la comunicacion célula-célula mediada por la unién de intersticio en el sitio en el cual se regula negativamente la
expresion de conexina.

Los compuestos antisentido, por ejemplo, se han usado para la modulacién de la expresion de los genes implicados
en enfermedades virales, fungicas y metabdlicas. La patente de los EE.UU. Num. 5.166.195, propone oligonucleétidos
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inhibidores del HIV. La patente de los EE.UU. Num. 5,004,810 propone oligémeros para hibridar con el ARNm del
virus del herpes simple Vmw®65 e inhibir la replicacion.

Se describen compuestos antisentido, que incluyen los oligonucleétidos, para usar con el propdsito de modular la
funcién de las moléculas de acido nucleico que codifican las conexinas, o que modula finalmente la cantidad de
conexinas producidas. Esto se logra proporcionando, por ejemplo, oligonucleétidos que hibridan especificamente con
acidos nucleicos, preferentemente ARNm, codificantes de conexinas.

Un oligonucleétido o polinucledtido antisentido puede, por ejemplo, hibridarse con todo o parte de un ARNm de
conexina. Tipicamente, el polinucledtido antisentido hibrida con la regiéon de unién al ribosoma o con la regién
codificante del ARNm de conexina. El polinucleétido puede ser complementario a todo o a una regién de un ARNm de
conexina. Por ejemplo, el polinucleétido puede ser el complemento exacto de todo o una parte del ARNm de conexina.
El polinucleétido antisentido puede inhibir la transcripcion y/o la traducciéon de conexina. Preferentemente, el
polinucledtido es un inhibidor especifico de la transcripcién y/o la traduccién del gen de conexina, y no inhibe la
transcripcion y/o la traduccién de otros genes. El producto puede unirse al gen de conexina o al ARNm ya sea (i) 5' a
la secuencia codificante, y/o (ii) a la secuencia codificante, y/o (iii) 3' a la secuencia codificante. Generalmente, el
polinucledtido antisentido hara que se reduzca la expresion de ARNm y/o proteina de conexina en una célula. El
polinucledtido antisentido es, generalmente, antisentido para el ARNm de conexina. Tal polinucleétido puede ser capaz
de hibridarse con el ARNm de conexina y puede inhibir la expresidon de conexina mediante la interferencia con uno o
mas aspectos del metabolismo del ARNm de conexina, que incluye la transcripcion, el procesamiento de ARNm, el
transporte de ARNm desde el nucleo, la traduccidon o la degradacion del ARNm. El polinucleétido antisentido,
tipicamente, hibrida con el ARNm de conexina para formar un duplex que puede causar inhibicién directa de la
traduccion y/o desestabilizacion del ARNm. Tal duplex puede ser susceptible a la degradacion por nucleasas.

La hibridacion de oligonucledétidos antisentido con el ARNm interfiere con una o mas de las funciones normales del
ARNm. Las funciones del ARNm a interferirse incluyen todas las funciones vitales tales como, por ejemplo, la
translocacion del ARN al sitio de traduccién de proteina, la traduccién de la proteina a partir del ARN, el empalme del
ARN para producir una o mas especies de ARNm, y la actividad catalitica que puede asociarse al ARN. La union de
proteinas especificas al ARN puede interferirse, ademas, mediante la hibridacion del oligonucleétido antisentido al
ARN.

El efecto general de la interferencia con la funcion del ARNm es la modulacion de la expresion de conexina. En el
contexto de esta invencion, la "modulacién” incluye inhibiciéon o estimulacion; es decir, una disminucién o un aumento
en la expresion. Esta modulaciéon puede medirse de formas que son rutinarias en la técnica, por ejemplo, mediante
ensayos de transferencia Northern de la expresion del ARNm, o PCR de transcriptasa inversa, como se ensefia en los
ejemplos de la aplicacion instantanea o mediante transferencia Western o ensayo ELISA de expresion de proteinas,
o mediante un ensayo de inmunoprecipitacién de expresion de proteinas. Los efectos sobre la proliferacién celular o
el crecimiento de células tumorales pueden medirse, ademas, como se muestra en los ejemplos de la aplicaciéon
instantanea. Actualmente se prefiere la inhibicion.

Una vez que se han identificado el sitio o los sitios diana, se eligen oligonucleétidos que son suficientemente
complementarios a la diana, es decir, hibridan suficientemente bien y con suficiente especificidad, para proporcionar
la modulacion conveniente. Los acidos nucleicos antisentido (ADN, ARN, modificados, analogos y similares) pueden
prepararse mediante el uso de cualquier método adecuado para producir un &cido nucleico. Los oligodesoxinucledtidos
dirigidos a otras proteinas de conexina pueden seleccionarse en términos de su secuencia de nucleétidos mediante
cualquier enfoque reconocido en la técnica, tal como, por ejemplo, los programas informaticos MacVector y OligoTech
(de Oligos, etcétera) Eugene, Oregon, EE.UU.). El equipo para tal sintesis esta disponible a través de numerosos
proveedores, que incluyen MacVector y OligoTech (de Oligos, etcétera, Eugene, Oregén, EE.UU.). Para los métodos
generales relacionados con los polinucledtidos antisentido, ver Antisense RNA and DNA, D. A. Melton, Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1988)). Ver, ademas, Dagle y otros, Nucleic Acids Research, 19: 1805
(1991). Para la terapia antisentido, ver, por ejemplo, Uhlmann y otros, Chem. Reviews, 90: 543-584 (1990).
Tipicamente, al menos una porcién de la secuencia de nucleétidos se conoce para conexinas en las que la inhibicién
de la expresién es conveniente. Las dianas de polinucleétidos pueden identificarse adicionalmente mediante técnicas
de caminata génica y caminata de PCR. Tales enfoques para la identificacién de secuencias de polinucleétidos
desconocidas adyacentes a secuencias de nucleétidos conocidas, son bien conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo,
Parker J.D., y otros, Nucleic Acids Res 19:3055-60 (1991) para una descripcion de caminata de PCR).
Preferentemente, un compuesto antisentido se dirige a uno o mas isotipos especificos de conexina. Los isotipos de
conexina particulares pueden seleccionarse, por ejemplo, en base a su expresion temporal o espacial. Las uniones de
intersticio se expresan en los tejidos vasculares y, en determinados casos descritos, se seleccionan los isotipos de
conexina expresados en los tejidos vasculares (por ejemplo, en las células endoteliales). Ver Camelliti P. y otros,
Cardiovasc. Res. 62: 414 - 425 (2004). Se ha informado que las células endoteliales, las células endoteliales
progenitoras, y las células del musculo liso expresan las conexinas 37, 40, 43 y 45. Ver De Wit, (2004); Haefliger y
otros, (2004), Sohl and Willecke, (2004), y Szmitko y otros, (2003). Ademas, se ha informado que la conexina 43 esta
regulada positivamente en los vasos sanguineos adyacentes a los sitios de heridas. Qiu C y otros, Current Biology,
13: 1967 - 1703 (2003).
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En otros casos descritos, se seleccionan otros isotipos. Los isotipos especificos de conexinas que pueden
seleccionarse mediante los compuestos antisentido incluyen, sin limitacién, 45, 43, 37, 31.1, 26 y otros descritos en la
presente descripcion. En determinados casos, el compuesto anticonexina se dirige a la conexina 43, 45 y/o 40, y en
otros el compuesto anticonexina se dirige a la conexina 7, 32 y/o 26. Puede seleccionarse una o mas de una conexina.
En determinadas modalidades, un compuesto anticonexina se dirige a mas de una conexina (por ejemplo, conexina
43 y conexina 45). En otras modalidades, se incluye mas de un compuesto anticonexina en una formulaciéon o
composicion (por ejemplo, una composicion farmacéutica). Cualquier conexina puede seleccionarse mediante uno o
mas de un compuesto anticonexina descritos en la presente descripcion, conocidos en la técnica, o descubiertos mas
tarde.

Se prefiere, pero no se requiere, que las conexinas seleccionadas sean humanas. Una conexina puede, por ejemplo,
tener una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NOs:12-31. En determinados casos descritos,
los compuestos antisentido se dirigen al menos a 8 bases nucleotidicas de una molécula de acido nucleico codificante
de una conexina que tiene una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NOs:12-31.

Las conexinas dianas variaran en dependencia del tipo de tejido a ser modificado genéticamente o remodelado y la
secuencia precisa del polinucleétido antisentido dependera de la proteina conexina diana. La proteina o proteinas
conexinas seleccionadas mediante los oligonucledétidos dependeran del sitio al que se dirige la regulacidon negativa.
Esto refleja la composicion no uniforme de la(s) unién(es) de intersticio en diferentes sitios en todo el cuerpo, en
términos de la composicion de subunidades de conexina. Sin embargo, algunas proteinas conexina son mas ubicuas
que otras en términos de la distribucion en el tejido. Como se describe en la presente descripcion,

Los oligonucledtidos, ya sean solos o en combinacion, pueden dirigirse hacia las conexinas 45, 43, 26, 37, 30 y/o 31.1
(por ejemplo, ver las SEQ. ID. NOS: 12-31) que son adecuadas para la aplicacion del remodelado o transformacion
de la cérnea. En un aspecto de la invencion, los oligodesoxinucleotidos pueden ser oligdmeros de fosfodiéster no
modificados. En otro aspecto de la invencion, los polinucleétidos pueden ser monocatenarios o bicatenarios.

En determinados ejemplos no limitantes, los compuestos antisentido se dirigen a regiones especificas de una molécula
de ARNm o pre-ARNm de conexina, que incluye los exones, intrones, sitios de empalme de ARNm (uniones exoén-
exon o intron-exdn), la region 5' no traducida, y la region 3' no traducida.

Ademas, se contempla que los oligonucleétidos dirigidos a proteinas conexina separadas pueden usarse en
combinacion (por ejemplo, pueden seleccionarse una, dos, tres, cuatro o0 mas conexinas diferentes). Por ejemplo, los
ODN destinados a la conexina 45, y uno o mas miembros de la familia de conexina (tal como conexina 43, 26, 30,
31.1, 37 y 43) pueden usarse en combinacion. Ademas, se contempla que los polinucledtidos antisentido individuales
pueden ser especificos para una conexina particular, o pueden dirigirse a 1, 2, 3 o mas conexinas diferentes. Los
polinucledtidos especificos generalmente se dirigirdn a secuencias en el gen o ARNm de conexina que no son
conservadas entre conexinas, mientras que los polinucleétidos no especificos se dirigiran a secuencias conservadas.
Por lo tanto, en determinados casos descritos, los compuestos antisentido se dirigen al menos a 8 bases nucleotidicas
de una molécula de acido nucleico codificante de conexina 26 humana, conexina 30, conexina 31.1, conexina humana
37, conexina 43, conexina 45, en donde dicho compuesto antisentido inhibe la expresién de una proteina conexina
humana en células asociadas con el ojo de dicho paciente.

En determinados casos descritos, las moléculas de acido nucleico correspondientes a una conexina tienen una
secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ. ID NOS:12-31 que se incluyen en la lista de secuencias
de esta aplicacion (correspondiente a los complementos que incluyen, por ejemplo, las porciones de ADNc codificantes
de una proteina conexina, etcétera). En determinadas modalidades, las composiciones se dirigen a dos o mas
proteinas conexina humana e inhiben la expresion de dos o mas proteinas conexina humana. En determinadas
modalidades adicionales, los compuestos antisentido son oligonucleétidos antisentido. Los oligonucleétidos
antisentido ilustrativos para conexina 43 incluyen GTA ATT GCG GCA AGA AGA ATT GTT TCT GTC (SEQ ID NO:
1); GTA ATT GCG GCA GGA GGAATT GTT TCT GTC (SEQ ID NO: 2); y GGC AAG AGA CAC CAA AGA CAC TAC
CAG CAT (SEQ ID NO: 3). Un ejemplo de un oligonucledtido antisentido para conexina 26 tiene la secuencia TCC
TGA GCA ATA CCT AAC GAA CAA ATA (SEQ ID NO: 4). Los oligonucleétidos antisentido ilustrativos para conexina
37 seleccionados incluyen 5' CAT CTC CTT GGT GCT CAA CC 3' (SEQID NO: 5) y 5' CTG AAG TCG ACT TGG CTT
GG 3' (SEQ ID NO: 6). Los oligonucleétidos antisentido ilustrativos para conexina 30 seleccionados incluyen 5'CTC
AGA TAG TGG CCA GAA TGC 3' (SEQID NO: 7) y 5 TTG TCC AGG TGA CTC CAA GG 3' (SEQ ID NO: 8). Los
oligonucledtidos antisentido ilustrativos para conexina 31.1 seleccionados incluyen 5' CGT CCG AGC CCA GAA AGA
TGA GGT C 3'( SEQ ID NO: 9); 5 AGA GGC GCA CGT GAG ACA C 3' (SEQ ID NO: 10); y 5' TGA AGA CAATGA
AGA TGT T 3'(SEQ ID NO: 11).

En una modalidad adicional, los oligodesoxinucledtidos seleccionados de las siguientes secuencias son
particularmente adecuados para regular negativamente la expresion de conexina 43:

5" GTAATT GCG GCA AGAAGAATT GTT TCT GTC 3' (SEQ ID NO: 1)
5', GTAATT GCG GCA GGA GGAATT GTT TCT GTC 3'; y (SEQ ID NO: 2)
5' GGC AAG AGA CAC CAA AGA CAC TAC CAG CAT 3' (SEQ ID NO: 3)
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Aun en otro caso descrito, los oligodesoxinucledtidos seleccionados del grupo de las siguientes secuencias son
particularmente adecuados para las conexinas 26, 37, 30 y 31.1:

5' TCC TGA GCA ATA CCT AAC GAA CAA ATA 3' (conexina 26) (SEQ ID NO: 4)
5' CAT CTC CTT GGT GCT CAA CC 3' (conexina 37) (SEQ ID NO: 5)

5'CTG AAG TCG ACT TGG CTT GG 3' (conexina 37) (SEQ ID NO: 6)

5'CTC AGA TAG TGG CCA GAA TGC 3' (conexina 30) (SEQ ID NO: 7)

5'TTG TCC AGG TGA CTC CAA GG 3' (conexina 30) (SEQ ID NO: 8)

5' CGT CCG AGC CCA GAA AGA TGA GGT C 3'(conexina 31.1) (SEQ ID NO: 9)
5' AGA GGC GCA CGT GAG ACA C 3' (conexina 31.1) (SEQ ID NO: 10)

5' TGA AGA CAATGA AGA TGT T 3' (conexina 31.1) (SEQ ID NO: 11)

Los compuestos antisentido descritos en la presente descripcién generalmente comprenden de aproximadamente 8 a
aproximadamente 40 bases nucleotidicas (es decir, de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 nucledsidos
unidos), y mas tipicamente aquellos que comprenden de aproximadamente 12 a aproximadamente 40 bases
nucleotidicas, e incluso mas tipicamente aproximadamente 30 bases nucleotidicas. Los compuestos antisentido que
comprenden polinucleétidos pueden tener al menos aproximadamente 40, por ejemplo, al menos aproximadamente
60 o al menos aproximadamente 80, nucleétidos de longitud y hasta 100, 200, 300, 400, 500, 1000, 2000 o 3000 o
mas nucledtidos de longitud. Los compuestos antisentido adecuados incluyen, por ejemplo, un ODN de 30 mer.

En determinados casos descritos, los compuestos antisentido se dirigen al menos aproximadamente a 8 bases
nucleotidicas de una molécula de &cido nucleico que codifica una conexina que tiene una secuencia de bases
nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NOS:12-31. En otro caso descrito, el compuesto antisentido se dirige al
menos a aproximadamente 10, al menos aproximadamente 12, al menos aproximadamente 14, al menos
aproximadamente 16, al menos aproximadamente 18, al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 25,
al menos aproximadamente 30, y al menos aproximadamente 35 bases nucleotidicas de una molécula de acido
nucleico que codifica una conexina que tiene una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID
NOS:12-31. El tamafio de los compuestos antisentido, que incluye los oligonucledtidos dirigidos a entre al menos
aproximadamente 8 y 35 bases nucleotidicas de una molécula de acido nucleico que codifica una conexina humana,
puede ser de 8 bases nucleotidicas de longitud o mas, entre 8 y 100 bases nucleotidicas, entre ocho y 50 bases
nucleotidicas, entre ocho y 40 bases nucleotidicas, entre 10 y 50 bases nucleotidicas, entre 12 y 50 bases
nucleotidicas, entre 14 y 50 bases nucleotidicas, entre 16 y 50 bases nucleotidicas, entre 18 y 50 bases nucleotidicas,
entre 20 y 50 bases nucleotidicas, entre 25 y 50 bases nucleotidicas, entre 15 y 35 bases nucleotidicas de longitud, y
similares. Otros compuestos antisentido Utiles en la invencién pueden tener un tamafio mas pequefio o0 mas grande,
por ejemplo, que tengan mas de 100 bases nucleotidicas de longitud.

Los compuestos antisentido incluyen, sin limitacion, oligonucleétidos antisentido (ODN), polinucleétidos antisentido,
desoxirribozimas, oligonucleétidos de morfolino, moléculas de ARNi o analogos de estas, moléculas de siARN o
analogos de estas, moléculas de PNA o analogos de estas, ADNzimas o analogos de estas, pequefios ARN nucleares
U1 mutados en el extremo 5' y analogos de estos.

Como se describe en la presente descripcion, el compuesto antisentido puede incluir el uso de oligodesoxinucleétidos
(ODN). Los ODN generalmente tienen una longitud de aproximadamente 20 nucledtidos y actian mediante la
hibridacion con pre-ARNm y ARNm para producir un sustrato para la ribonucleasa H (RNasa H), que degrada
especificamente la cadena de ARN de los duplex de ARN-ADN formados. Si se modifica de una manera para evitar
la accion de la ARNasa H, los ODN pueden inhibir la traduccién del ARNm a través del impedimento estérico, o
mediante la inhibiciéon del empalme de los pre-mRNA. Los ODN vy las modificaciones de estos se han usado para
dirigirse a los dsDNA para la inhibicion de la transcripciéon mediante la formaciéon de hélices triple. EIl ODN puede
obtenerse mediante los métodos reconocidos en la técnica de sintesis automatizada y es relativamente sencillo
obtener los ODN de cualquier secuencia y bloquear la expresién génica mediante el apareamiento de bases
antisentido.

En determinados aspectos, la cadena principal del fosfodiéster de los ODN puede modificarse para aumentar su
eficacia como agentes especificos de la diana para bloquear la expresion génica. Estas modificaciones de la cadena
principal se desarrollaron para mejorar la estabilidad de los ODN y para mejorar su absorcion celular. La modificacion
mas ampliamente usada es una en la que el oxigeno que no forma puente se reemplaza por un atomo de azufre, lo
que crea los ODN de fosforotioato. Al menos un ODN de fosforotioato se aprobé por la FDA, y numerosos otros ODN
antisentido de fosforotioato se encuentran en etapas iniciales de ensayos clinicos para una diversidad de canceres y
enfermedades inflamatorias.

Los mecanismos de accion de los ODN con respecto al bloqueo de la funcidon génica varian en dependencia de la
cadena principal del ODN (Branch, A. D. Hepatology 24, 1517-1529 (1996); Dias, N. and Stein, C. A. Mol. Cancer Thor.
1,347-355 (2002); Stein, C.A. and Cohen, J. S., Cancer Res. 48, 2659-2668 (1988); Zon, G. Ann. N.Y. Acad Sci., 616,
161-172 (1990). Los ODN con carga neta negativa, tales como los fosfodiésteres y los fosforotioatos, provocan como
respuesta la escision del ARNm diana mediada por la ARNasa H. Otras modificaciones de la cadena principal que no
reclutan la ARNasa H, debido a su falta de carga o al tipo de hélice formada con el ARN diana, pueden clasificarse
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como ODN de impedimento estérico. Los miembros mas usados de este Ultimo grupo incluyen morfolinos, U-O-metilos,
2"-O-alilo|s, acidos nucleicos bloqueados y acidos nucleicos peptidicos (PNA). Estos ODN pueden bloquear el
empalme, la traduccion, el transporte y la traslacién del ndcleo al citoplasma, entre otras dianas de inhibicion.

En otro aspecto, la modulacién de la expresion de conexina implica el uso de ribozimas. Las ribozimas son moléculas
de ARN que actuan como enzimas, incluso en ausencia total de proteinas. Tienen la actividad catalitica de romper y/o
formar enlaces covalentes con extraordinaria especificidad, lo que acelera de esta manera las velocidades naturales
de las reacciones dirigidas en muchos érdenes de magnitud.

Las ribozimas se unen al ARN a través del apareamiento de bases de Watson - Crick y actian para degradar el ARN
diana mediante la catalisis de la hidrdlisis de la cadena principal del fosfodiéster. Hay numerosas clases diferentes de
ribozimas, la ribozima 'cabeza de martillo' es la mas ampliamente estudiada. Como su nombre lo indica, la ribozima
cabeza de martillo forma una estructura secundaria Unica cuando se hibrida con su ARNm diana. Los residuos
importantes cataliticamente dentro de la ribozima estan flanqueados por secuencias complementarias a la diana que
flanquean el sitio de escision del ARN diana. La escisidon por una ribozima requiere iones divalentes, tales como el
magnesio, y ademas, depende de la estructura y la accesibilidad del ARN diana. La localizacion conjunta de una
ribozima con un ARN diana dentro de la célula mediante el uso de sefales de localizacién aumenta en gran medida
su eficiencia de silenciamiento. Las ribozimas cabeza de martillo son lo suficientemente cortas como para sintetizarse
quimicamente o pueden transcribirse a partir de vectores, lo que permite la produccién continua de ribozimas dentro
de las células.

La capacidad del ARN para servir como un catalizador se demostré por primera vez para el intron del grupo | de auto-
empalme de Tetrahymena thermophila y la porcion de ARN de la ARNasa. Después del descubrimiento de estas dos
enzimas de ARN, se descubrié que la catalisis mediada por ARN se asocia con los intrones del grupo Il de auto-
empalme de las mitocondrias de levadura, hongos y plantas (asi como también de los cloroplastos), ARN viroides y
virusoides monocatenarios de plantas, virus de la hepatitis delta y un ARN satélite de la mitocondria de Neurospora
crassa. Las ribozimas se producen de forma natural, pero ademas, pueden disefiarse artificialmente para la expresion
y el direccionamiento de secuencias especificas en cis (en la misma cadena de acido nucleico) o trans (un acido
nucleico unido de forma no covalente). Se estan desarrollando nuevas actividades bioquimicas mediante el uso de
protocolos de seleccién in vitro, asi como también mediante la generacion de nuevos motivos de ribozima que actian
sobre sustratos distintos al ARN.

El intron del grupo | de T. thermophila fue la primera ribozima de escisidn en cis en convertirse en una forma de
reaccion en trans, a la que nos referimos como un intrén/ribozima, por lo que es util tanto en la investigacion genémica
y como un posible producto terapéutico. En la reaccién de empalme en trans, puede cambiarse un exén defectuoso
de un ARNm seleccionado por un exén correcto que se une covalentemente al intrén/ribozima. Esto ocurre a través
de una reaccién de empalme en la que el exdn unido al intrén es posicionado mediante el apareamiento de bases con
el ARNm diana de manera que pueda unirse covalentemente al extremo 5" del transcrito diana en una reaccion de
transesterificacion. Esta reaccion se ha usado para empalme en trans de secuencias de tipo silvestre en los transcritos
de globina de células falciforme y en transcritos mutantes de p53 y en el reemplazo de los tripletes expandidos en el
3"-UTR de los transcritos de la proteina quinasa en un alelo de distrofia mioténica.

La endorribonucleasa ARNasa P se encuentra en los organismos de toda la naturaleza. Esta enzima tiene ARN y uno
0 mas componentes proteicos en dependencia del organismo del que se aisla. EIl componente de ARN de las enzimas
de Escherichia coli y Bacillus subtilis pueden actuar como un agente de escision sitio especifico en ausencia de la
proteina mediadora, de determinadas condiciones salinas e i6nicas. Los estudios de los requisitos de sustrato para
las enzimas humanas y bacterianas demostraron que los sustratos minimos para cualquiera de las enzimas se
asemejan a un segmento de una molécula de ARN de transferencia. Esta estructura puede imitarse por los ARN
antisentido disefiados excepcionalmente, que se aparean con el ARN diana, y sirven como sustratos para la escision
sitio especifica mediada por RNAasa P, tanto en el tubo de ensayo como en las células. Ademas, se demostré que el
componente antisentido puede unirse covalentemente al ARN de la RNAasa P, de esta manera dirige la enzima
solamente al ARN diana de interés. Los investigadores tomaron ventaja de esta propiedad en el disefio de los ARN
antisentido, que se aparean con los ARNm de interés para estimular la escision sitio especifica de la diana y para la
inhibicion dirigida tanto del virus del herpes simple como del citomegalovirus en cultivo celular.

Numerosos ARN patégenos de plantas pequefias (viroides, ARN satélite y virusoides), un transcrito de un plasmido
de ADN mitocondrial de N. crassa y el virus de la hepatitis delta animal experimentan una reaccion de autoescisién in
vitro en ausencia de proteina. Las reacciones requieren pH neutro y Mg?*. La reaccion de auto escision es una parte
integral del mecanismo de replicacion in vivo de circulo rodante. Estos ARN auto-escindidos pueden subdividirse en
grupos en dependencia de la secuencia y de la estructura secundaria formada alrededor del sitio de escision. Las
ribozimas pequefias se han derivado de un motivo que se encuentra en los ARN viroides y virusoides monocatenarios
de plantas. Sobre la base de una estructura secundaria compartida y un conjunto conservado de nucledétidos, el término
"cabeza de martillo" se ha dado a un grupo de este dominio de auto escisién. La ribozima cabeza de martillo esta
compuesta por 30 nucleétidos. La simplicidad del dominio catalitico de cabeza de martillo lo ha convertido en una
opcién popular en el disefio de ribozimas que acttan en trans. Mediante el uso del apareamiento de bases de Watson-
Crick, la ribozima cabeza de martillo puede disefiarse para escindir cualquier ARN diana. Los requisitos en el sitio de
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escision son relativamente simples, y practicamente cualquier motivo de secuencia UH (donde H es U, C o A) puede
ser seleccionado.

Un segundo motivo de auto-escision derivado de plantas, inicialmente identificado en la cadena negativa del ARN
satélite del mosaico del tabaco, se ha denominado "horquilla" o "clip de papel." Las ribozimas de horquilla escinden
sustratos de ARN en una reaccion reversible que genera extremos 2", fosfato ciclico Y y 5" -hidroxT1, versiones
modificadas genéticamente de este motivo catalitico, ademas, escinden y eliminan multiples copias de una diversidad
de dianas en trans. Los requisitos de sustrato para la horquilla incluyen un GUC, con una escisién que ocurre
inmediatamente en direcciéon 5' de la G. La ribozima de horquilla, ademas, cataliza una reaccién de ligaciéon, aunque
se usa con mas frecuencia para reacciones de escision.

Ha habido numerosas aplicaciones de ribozimas de cabeza de martillo y horquilla en las células para regular
negativamente dianas celulares y virales especificas. Haseloff y Gerlach disefiaron un motivo cabeza de martillo
(Haseloff and Gerlach; Nature. Aug 18; 334(6183): 585-91 (1988)) que puede disefiarse para escindir cualquier diana
mediante la modificacion de los brazos que se aparean con la diana correcta. Ramemzani y otros demostraron que
este motivo de la ribozima cabeza de martillo tenia aplicaciones terapéuticas potenciales en un estudio en el que habia
una inhibicién virtual completa de la expresion y replicacion de genes virales mediante el uso de células modificadas
genéticamente para expresar una ribozima gag anti-virus de inmunodeficiencia humana (HIV) (Ramezani A. y otros,
Frontiers in Bioscience 7:a, 29-36; (2002)).

En otro aspecto, la modulacion de la expresion de conexina implica el uso de ADN cataliticos (0 ADNzimas). Se han
desarrollado pequefios ADN capaces de escindir especificamente el sitio de ARN diana a través de la evolucién in
vitro (ya que no se conocen enzimas de ADN en la naturaleza). Se identificaron dos motivos cataliticos diferentes, con
diferentes especificidades del sitio de escision. Las 10-20 enzimas usadas mas comunmente se unen a sus sustratos
de ARN a través del apareamiento de bases de Watson-Crick y escinden el ARN diana especificamente en un sitio, al
igual que las ribozimas cabeza de martillo y horquilla, lo que resulta en extremos 2; 3" fosfato ciclico y 5"-OH. La
escision de los ARNm diana resulta en su destruccion y las ADNzimas se reciclan y escinden multiples sustratos. Los
ADN cataliticos son relativamente baratos de sintetizar y tienen buenas propiedades cataliticas, lo que los convierte
en sustitutos utiles del ADN antisentido o las ribozimas.

Se han publicado numerosas aplicaciones de ADNzimas en cultivo celular, que incluyen la inhibicion de FmRNA veg
y la consiguiente prevenciéon de la angiogénesis, y la inhibicion de la expresion del transcrito de fusion bcr/abl
caracteristico de la leucemia mieldégena crénica. Los ADN cataliticos pueden suministrarse de manera exdgena, y
pueden modificarse su cadena principal para optimizar el suministro sistémico en ausencia de un vehiculo.

En otro aspecto de la presente invencion, la modulacién del gen constitutivo de conexina 43 implica el uso de
oligonucledtidos que tienen estructuras de la cadena principal de morfolino. Summerton, J.E. and Weller, D.D. patente
de los EE.UU. Num. 5,034,506.

En otro aspecto de la invencién, los polinucleétidos antisentido pueden modificarse quimicamente para mejorar su
resistencia a las nucleasas y aumentar la eficacia de la entrada a la célula. Por ejemplo, pueden usarse
oligonucledtidos de cadena principal mezcladas (MBO) que contienen segmentos de oligodesoxinucleétidos de
fosforotioato y segmentos de oligodeoxi u oligoribonucleétidos modificados colocados apropiadamente. Los MBO
tienen segmentos de enlaces de fosforotioato y otros segmentos de otros oligonucleétidos modificados, tales como
metilfosfonatos, fosforamidatos, fosforoditioatos, fosforamidatos de N3'P5' y fosforotioatos de oligoribonucledtidos y
sus analogos de 2'-O-alquil y de 2'-O-metilribonucledtido metilfosfonatos, que son no iénicos, y muy resistentes a las
nucleasas o los 2'-O-alquiloligoribonucleétidos.

Como se sabe en la técnica, un nucledsido es una combinacién de base nucleotidica y azucar. La porcion de base
nucleotidica del nucledsido es normalmente una base heterociclica. Las dos clases mas comunes de tales bases
heterociclicas son las purinas y las pirimidinas. Los nucleétidos son nucledsidos que ademas incluyen un grupo fosfato
unido covalentemente a la porciéon de azucar del nucledsido. Para aquellos nucledsidos que incluyen un azucar
pentofuranosilo, el grupo fosfato puede unirse a cualquiera de las porciones hidroxilo 2', 3' o 5' del azucar. Al formar
oligonucledtidos, los grupos fosfato unen covalentemente los nucledsidos adyacentes entre si para formar un
compuesto polimérico lineal. A su vez, los extremos respectivos de esta estructura polimérica lineal pueden unirse
posteriormente para formar una estructura circular, sin embargo, generalmente se prefieren estructuras lineales
abiertas. Dentro de la estructura del oligonucleétido, los grupos fosfato se denominan comiunmente en la medida que
forman la cadena principal internucleosidica del oligonucleétido. El enlace o cadena principal normal del ARN y el ADN
es un enlace fosfodiéster 3'a 5'.

Los compuestos antisentido utiles en esta invencion pueden incluir oligonucleétidos que contienen cadenas principales
modificadas o enlaces internucleosidicos no naturales. Los oligonucleétidos que tienen cadenas principales
modificadas incluyen aquellos que retienen un atomo de fésforo en la cadena principal y aquellos que no tienen un
atomo de fosforo en la cadena principal. En el contexto de esta invencion, los oligonucledtidos modificados que no
tienen un atomo de fosforo en su cadena principal internucleosidica pueden, ademas, considerarse oligonucledsidos.
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Los compuestos antisentido con cadenas principales de oligonucleétidos modificados utiles en esta invencion pueden
incluir, por ejemplo, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres,
metil y otros alquilfosfonatos que incluyen fosfonatos de alquileno 3' y fosfonatos quirales, fosfinatos, -fosforamidatos
que incluyen 3'-amino fosforamidato y aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos,
tionoalquilfosfotriésteres, y boranofosfatos que tienen enlaces 3'-5' normales, enlaces 2'-5' analogos de estos, y
aquellos que tienen polaridad invertida, en donde los pares de unidades de nucledsidos adyacentes son enlaces 3'-5'
a5'-3'02'-5'a 5'-2'. Ademas, se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas de acido libre.

En un aspecto, se contempla que las cadenas principales de oligonucleétidos modificados que no incluyen un atomo
de foésforo contengan cadenas principales formadas por enlaces internucleosidicos de alquilo o cicloalquilo de cadena
corta, heterodtomo mixto y enlaces internucleosidicos de alquilo o cicloalquilo, 0 uno o mas enlaces internucleosidicos
heterociclicos o heteroatomicos de cadena corta. Estos incluyen aquellos que tienen enlaces morfolino (formados en
parte por la porciéon de azucar de un nucleésido); cadena principal de siloxano; cadena principal de sulfuro, sulféxido
y sulfona; cadena principal de formacetil y tioformacetil; cadena principal de metileno formacetil y tioformacetil; cadena
principal que contienen alquenos; cadena principal de sulfamato; cadena principal de metilenimino y metilenhidrazino;
cadena principal de sulfonato y sulfonamida; cadena principal de amida; y otros que tienen partes componentes mixtos
de N, O, Sy CH2.

En un aspecto, se contempla que los oligonucledtidos miméticos, tanto el azdcar como el enlace internucleosidico, es
decir, la cadena principal de las unidades de nucledétidos, se sustituyan con grupos novedosos. Las unidades de base
nucleotidica se mantienen para la hibridacion con un compuesto de acido nucleico diana apropiado. Uno de tales
compuestos oligoméricos, un oligonucleétido mimético que ha demostrado tener excelentes propiedades de
hibridacion, se denomina como un acido nucleico peptidico (PNA). En los compuestos PNA, la cadena principal de
azucar de un oligonucleotido se sustituye con una cadena principal que contiene amida, en particular una cadena
principal de aminoetilglicina. Las bases nucleotidicas se retienen y se unen directa o indirectamente a los atomos de
nitrégeno aza de la porciéon amida de la cadena principal. Puede encontrarse mas informacion sobre los compuestos
PNA en Nielsen y otros, (Science, 254, 1497-1500 (1991)).

En un aspecto, se contemplan los oligonucleétidos con cadena principal de fosforotioato y oligonucleésidos con cadena
principal de heteroatomos, y en particular -CH2 -NH--O--CH2 --, --CH--2 N(CH)3 --O-CH--2 [conocido como un metilen
(metilimino) o cadena principal MMI], --CH2 --O--N(CH3)--CH2-,--CH2 --N(CH3)--N(CH3)--CH2 -- y --O--N(CH3)--CH2
--CH2 -- [en donde la cadena principal fosfodiéster natural se representa como --O--P--O--CH2 --]. Aun en otro aspecto,
se contemplan, ademas, oligonucleétidos que tienen estructuras de cadena principal de morfolino y amida.

En otro aspecto, se contempla que los oligonucleétidos modificados pueden contener, ademas, una o mas porciones
de azucar sustituidas. Por ejemplo, oligonucleétidos que comprenden uno de los siguientes en la posicion 2': OH; F;
O--, S--, o N-alquilo, O-alquilo-O-alquilo, O--, S--, o N-alquenilo, u O--, S-- o N-alquinilo, en donde el alquilo, alquenilo
y alquinilo pueden ser C1 a C10 alquilo o C2 a C10 alquenilo y alquinilo sustituidos o no sustituidos. Particularmente
preferidos son O[(CH2)n Olm CH3, O(CH2)n OCH3, O(CH2)2 ON(CH3)2, O(CH2)n NH2, O(CH2)n CH3, O(CH2)n
ONH2, y O(CH2)n ON[(CH2)n CH3)]2, donde n y m son de 1 a aproximadamente 10. Otros oligonucleétidos preferidos
pueden comprender uno de los siguientes en la posicion 2': C1 a C10 alquilo inferior, alquilo inferior sustituido, alcarilo,
aralquilo, O-alcarilo o O-aralquilo, SH, SCH3, OCN, ClI, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO2 CH3, ONO2, NO2, N3, NH2,
heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un grupo de escision de ARN,
un grupo reportero, un intercalador, un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucleétido, o
un grupo para mejorar las propiedades farmacodinamicas de un oligonucleétido, y otros sustituyentes que tiene
propiedades similares. Una modificacion preferida incluye 2'-metoxietoxi (2'--O--CH2 CH2 OCH3, conocido, ademas,
como 2'--O--(2-metoxietil) o 2-MOE) (Martin y otros Helv. Chim. Acta 1995, 78, 486-504) es decir, un grupo alcoxialcoxi.
Otra modificacion incluye 2'-dimetilaminooxietoxi, es decir, un O(CH2)2 ON(CH3). 2 grupo, conocido ademas como 2-
DMAOE, y 2'-dimetilamino-etoxietoxi (2'-DMAEOE), es decir, 2'--O-CH2--O--CH2--N(CH2)2.

Se contempla, ademas, que las modificaciones pueden incluir 2'-metoxi (2'--O--CH3), 2'-aminopropoxi (2'--OCH2 CH2
CH2 NH2) y 2'-fluoro (2'-F). Ademas, pueden hacerse modificaciones similares en otras posiciones en el
oligonucledétido, particularmente en la posicién 3' del azucar en el nucledtido terminal 3' o en los oligonucleétidos unidos
2'-5'y en la posicién 5' del nucleétido terminal §'. Los oligonucledtidos pueden tener, ademas, miméticos de azucar,
tales como las porciones de ciclobutilo en lugar del aztcar pentofuranosilo.

En otro aspecto, se contempla que los oligonucleétidos pueden incluir, ademas, modificaciones o sustituciones de las
bases nucleotidicas (a menudo referidas en la técnica simplemente como "base"). Como se usa en la presente
descripcién, bases nucleotidicas "no modificadas" o "naturales" incluyen las bases de purina adenina (A) y guanina
(G), y las bases de pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Las bases nucleotidicas modificadas incluyen otras
bases nucleotidicas sintéticas y naturales tales como 5-metilcitosina (5-me-C o m5c), 5-hidroximetil citosina, xantina,
hipoxantina, 2-amincadenina, 6-metil y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados de
alquilo de adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil uracilo y
citosina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-
hidroxilo y otras adeninas y guaninas sustituidas en 8, 5-halo particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos
y citosinas sustituidos en 5, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-
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deazaadenina y 3-deazaguanina y 3-deazaadenina. Las bases nucleotidicas adicionales incluyen las descritas en la
Patente de los EE.UU. Num. 3,687,808, las descritas en la Concise Encyclopedia Of Polymer Science And
Engineering, paginas 858-959 (1990), Kroschwitz, J. John Wiley & Sons, las descritas por Englisch y otros,
(Angewandte Chemie, Edicion Internacional, 30, 613-722 (1991)), y las descritas por Sanghvi, Y. S., Capitulo 15,
Antisense Research and Applications, paginas 289-302, Crooke, S.T. and Lebleu, B., ed., CRC Press (1993). Algunas
de estas bases nucleotidicas son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de unién de los compuestos
oligoméricos. Estas incluyen pirimidinas sustituidas en 5, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas N-2, N-6 y O-6, que
incluyen 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se demostré que las sustituciones de 5-
metilcitosina aumentan la estabilidad duplex del acido nucleico en 0,6-1,2 °C. (Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T. and Lebleu,
B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, paginas 276-278 (1993)) y son sustituciones
de bases actualmente preferidas, incluso mas particularmente cuando se combinan con modificaciones de azucar 2'-
O-metoxietilo.

En otro aspecto, se contempla que la modificacién de los oligonucleétidos implica la unién quimica al oligonucleétido
de una o mas porciones o conjugados que potencian la actividad, distribucion celular o captaciéon celular del
oligonucleétido. Tales porciones incluyen, pero no se limitan a porciones lipidicas tales como una porcion de colesterol
(Letsinger y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 6553-6556 (1989)), acido célico (Manoharan y otros, Bioorg. Med.
Chem. Lett. 4, 1053-1059 (1994)), un tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol (Manoharan y otros, Ann. N.Y. Acad. Sci.
660,306-309; Manoharan y otros, Bioorg (1992). Med. Chem. Let. 3, 2765-2770 (1993)), un tiocolesterol (Oberhauser
y otros, Nucl. Acids Res., 20, 533-538 (1992)), una cadena alifatica, por ejemplo, residuos dodecandiol o undecil
(Saison-Behmoaras y otros, EMBO J. 10, 1111-1118 (1991); Kabanov y otros, FEBS Lett. 259, 327-330 (1990);
Svinarchuk y otros, Biochimie 75,49-54 (1993)), un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o trietilamonio
1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato (Manoharan y otros, Tetrahedron Lett. 36, 3651-3654 (1995); Shea y
otros, Nucl. Acids Res. 18, 3777-3783 (1990)), una poliamina o una cadena de polietilen glicol (Manoharan y otros,
Nucleosides & Nucleotides 14, 969-973 (1995)), o acido adamantano acético (Manoharan y otros, Tetrahedron Lett.
36, 3651-3654 (1995)), una porcién palmitil (Mishra y otros, Biochim. Biophys. Acta 1264, 229-237 (1995)), o una
porcién octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke y otros, J. Pharmacol. Exp. Ther. 277, 923-937
(1996)).

Ademas, se contempla el uso de oligonucledtidos que son oligonucledtidos quiméricos. Los oligonucleétidos
"quiméricos" o "quimeras", en el contexto de esta invencién, son oligonucledtidos que contienen dos o mas regiones
quimicamente distintas, cada una compuesta de al menos un nucleétido. Estos oligonucleétidos, tipicamente,
contienen al menos una regién en donde el oligonucledtido se modifica para conferir al oligonucleétido mayor
resistencia a la degradacion de las nucleasas, mayor absorcion celular, y/o mayor afinidad de unién por el acido
nucleico diana. Una regién adicional del oligonucleétido puede servir como sustrato para enzimas capaces de escindir
los hibridos ARN:ADN o ARN:ARN. A modo de ejemplo, la RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la
cadena de ARN de un duplex ARN:ADN. La activacion de la RNasa H, por lo tanto, resulta en la escision del ARN
diana, mejorando de esta manera, en gran medida, la eficacia de la inhibicion antisentido de la expresién génica. La
escision del ARN diana puede detectarse rutinariamente mediante electroforesis en gel y, si es necesario, mediante
técnicas de hibridacion de acido nucleico asociadas, conocidas en la técnica. Esta escision del ARN diana mediada
por la RNasa H es distinta del uso de ribozimas para escindir acidos nucleicos.

Los ejemplos de oligonucleétidos quiméricos incluyen, pero no se limitan a, "gapmeros", en los que estan presentes
tres regiones distintas, normalmente con una regién central flanqueada por dos regiones que son quimicamente
equivalentes entre si, pero distintas de la brecha. Un ejemplo preferido de un gapmero es un oligonucleétido en el que
una porcion central (el "gap") del oligonucledétido sirve como sustrato para la RNasa H y se compone preferentemente
de 2'-desoxinucledtidos, mientras que las porciones flanqueantes (las "alas" 5' y 3') se modifican para tener una mayor
afinidad por la molécula de ARN diana pero son incapaces de soportar la actividad nucleasa (por ejemplo, fluoro- o 2'-
O-metoxietil-sustituido). Los oligonucleétidos quiméricos no se limitan a aquellos con modificaciones en el azucar, sino
que, ademas, pueden incluir oligonucledsidos u oligonucleétidos con cadena principal modificada, por ejemplo, con
regiones de fosforotioato (P = S) y enlaces de cadena principal de fosfodiéster (P = O) o con regiones de MMl y enlaces
de cadena principal P = S. Otras quimeras incluyen "wingmeros", ademas conocidos en la técnica como "hemimeros",
es decir, oligonucledtidos con dos regiones distintas. En un ejemplo preferido de un wingmero, la porcion 5' del
oligonucleétido sirve como sustrato para la RNasa H y esta compuesta, preferentemente, de 2'-desoxinucleétidos,
mientras que la porcién 3' se modifica de tal manera que tiene una mayor afinidad por la molécula de ARN diana, pero
no puede soportar la actividad nucleasa (por ejemplo, 2'-fluoro- o 2-O-metoxietil-sustituido), o viceversa. En una
modalidad, los oligonucledétidos Utiles en la presente invencion contienen una modificacién 2'-O-metoxietil (2'--O--CH2
CH2 OCH3) en la porcién de azucar de al menos un nucleétido. Se demostré que esta modificacion aumenta la afinidad
del oligonucledétido por su diana y la resistencia del oligonucleétido a las nucleasas. De acuerdo con la invencién, una,
una pluralidad o todas las subunidades de nucleétidos de los oligonucleétidos pueden portar una modificacion 2'-O-
metoxietil (--O--CH2 CH2 OCH3): Los oligonucledétidos que comprenden una pluralidad de subunidades de nucleétidos
que tienen una modificacién 2'-O-metoxietilo pueden tener una modificacion de este tipo en cualquiera de las
subunidades de nucledtidos dentro del oligonucleétido, y pueden ser oligonucledtidos quiméricos. Aparte de, o ademas
de, las modificaciones de 2'-O-metoxietilo, ademas, se contemplan los oligonucleétidos que contienen otras
modificaciones que mejoran la eficacia antisentido, la potencia o la afinidad por la diana.
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Ademas, en la presente invencion son utiles los polinucleétidos (por ejemplo, ADN, ARN, ANP o similares) que se
unen a acidos nucleicos de conexina, bicatenarios o duplex (por ejemplo, en una region plegada del ARN de conexina
o en el gen de conexina), que forman una triple hélice que contiene, o acido nucleico "triple". La formacion de triple
hélice resulta en la inhibicidon de la expresion de conexina, por ejemplo, porque previene la transcripcion del gen de
conexina, por lo tanto, reduce o elimina, la actividad de conexina en una célula. Sin pretender estar vinculado por
ningln mecanismo en particular, se cree que el apareamiento de triple hélice compromete la capacidad de la doble
hélice para abrirse suficientemente para que se produzca la union de polimerasas, factores de transcripcion, o
moléculas reguladoras.

Los oligo y polinucleétidos triples se construyen mediante el uso de las reglas de apareamiento de bases de la
formacion de triple hélice (ver, por ejemplo, Cheng y otros, J. Biol. Chem. 263: 15110 (1988); Ferrin and Camerini-
Otero, Science 354:1494 (1991); Ramdas y otros, J. Biol. Chem. 264:17395 (1989); Strobel y otros, Science 254:1639
(1991); y Rigas y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83: 9591 (1986)) y el ARNm de conexina y/o la secuencia génica.
Tipicamente, los oligonucledtidos formadores de triple comprenden una secuencia especifica de aproximadamente 10
a aproximadamente 25 nucledtidos o mas largo "complementaria" a una secuencia especifica en el ARN o gen de
conexina (es decir, lo suficientemente grande como para formar una triple hélice estable, pero lo suficientemente
pequefa, en dependencia del modo de suministro, para administrar en vivo, si es conveniente). En este contexto,
"complementario” significa capaz de formar una triple hélice estable. En una modalidad, los oligonucleétidos se
disefian para unirse especificamente a las regiones reguladoras del gen de conexina (por ejemplo, la secuencia
flanqueante 5' de conexina, promotores, y potenciadores) o al sitio de inicio de la transcripcién (por ejemplo, entre -10
y +10 a partir del sitio de inicio de la transcripcion). Para una revision de los avances terapéuticos recientes que usan
ADN triple, ver Gee y otros, in Huber and Carr, 1994, Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co,
Mt Kisco NY y Rininsland y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:5854 (1997).

Las ribozimas, ademas, son utiles para inhibir la actividad de conexina. Las ribozimas se unen y especificamente
escinden e inactivan el ARNm de conexina. Las ribozimas utiles pueden comprender secuencias terminales 5'y 3'
complementarias al ARNm de conexina y pueden disefiarse por un experto sobre las bases de la secuencia de ARNm
de conexina. Se contempla que las ribozimas descritas en la presente descripcion incluyen aquellas que tienen
caracteristicas de ribozimas de intron del grupo | (Cech, Biotechnology 13:323 (1995)) y otras ribozimas cabeza de
martillo (Edgington, Biotechnology 10:256 (1992)).

Las ribozimas incluyen las que tienen sitios de escision tales como GUA, GUU y GUC. Los oligonucleétidos de ARN
corto entre 15 y 20 ribonucleétidos de longitud correspondientes a la region del gen de conexina diana que contiene
el sitio de escisidn, pueden evaluarse por las caracteristicas estructurales secundarias que pueden hacer que el
oligonucledtido sea mas conveniente. La idoneidad de los sitios de escision puede evaluarse, ademas, mediante la
evaluacién de la accesibilidad a la hibridacién con oligonucleétidos complementarios, mediante el uso de ensayos de
proteccién de ribonucleasa, o mediante la evaluacion in vitro de la actividad de ribozima de acuerdo con procedimientos
estandar conocidos en la técnica.

Ademas, se contemplan compuestos antisentido en los que las funciones antisentido y de ribozima pueden combinarse
en un unico oligonucleétido. Ademas, las ribozimas pueden comprender uno o mas nucleétidos modificados o enlaces
modificados entre nucledtidos, como se describié anteriormente junto con la descripcion de oligonucledtidos
antisentido ilustrativos descritos en la presente descripcion.

Ademas, se describen polinucleotidos utiles para inhibir la actividad de conexina mediante métodos tales como ARN
de interferencia (ARNi). Esta y otras técnicas de supresion génica son bien conocidas en la técnica. Una revisiéon de
esta técnica se encuentra en Science 288:1370-1372 (2000). EI ARNi opera en un nivel post-transcripcional y es
especifico de una secuencia. El proceso comprende la introduccion del ARN con caracter parcial o totalmente
bicatenario, o precursores de dicho ARN o capaces de codificarlo en la célula o en el entorno extracelular.

Segun lo descrito por Fire y otros, Patente de los EE.UU. nim. 6,506,559, el ARN puede comprender una o mas
cadenas de ribonucleétido polimerizado. La estructura bicatenaria puede estar formada por una Unica cadena de ARN
autocomplementaria o dos cadenas de ARN complementarias. El ARN puede incluir modificaciones, bien sea, en la
cadena principal de fosfato y azucar o en los nucledsidos. La formacion de duplex de ARN puede iniciarse dentro o
fuera de la célula.

Los estudios demostraron que una o mas ribonucleasas se unen especificamente y escinden el ARN bicatenario en
fragmentos cortos. La ribonucleasa(s) permanece asociada con estos fragmentos, que a su vez se unen
especificamente al ARNm complementario, es decir, se unen especificamente a la cadena del ARNm transcrito por el
gen de la conexina. El ARNm para el gen de conexina se degrada, ademas, por la ribonucleasa(s) en fragmentos
cortos, por lo que se obvia la traduccion y la expresién del gen de conexina, y de esta manera se inhibe la actividad
de conexina. Ademas, una ARN polimerasa puede actuar para facilitar la sintesis de numerosas copias de los
fragmentos cortos, que aumenta exponencialmente la eficiencia del sistema. Una caracteristica Unica de esta via de
supresion génica es que el silenciamiento no se limita a las células donde se inicia. Los efectos de silenciamiento
génico pueden diseminarse a otras partes de un organismo e incluso transmitirse a través de la linea germinal a
numerosas generaciones.
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En un aspecto, la estrategia del ARNi de silenciamiento postranscripcional especifico del gen de doble cadena
dependiente de (ds)ARN implica el uso de ARN interferentes cortos (siARN). El uso del enfoque general de ARNi esta
sujeto a determinadas limitaciones, que incluye el mecanismo de defensa antiviral no especifico en células de
mamifero activadas en respuesta a moléculas de dsARN largas (Gil J, Esteban M, "Induction of apoptosis by the
dsRNA-dependent protein kinase (PKR): Mechanisms of action". Apoptosis 2000, 5:107-114). Se han logrado avances
en el campo con la demostracion de que los duplex sintéticos de 21 nucledtidos de ARN podrian mediar el ARNi
especificos de genes en células de mamifero sin invocar mecanismos de defensa antivirales genéricos (Elbashir S, y
otros, "Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured mammalian cells". Nature, 411:494-498
(2001); Caplen N. y otros, Proc Natl Acad Sci, 98:9742-9747 (2001)). Por lo tanto, los siARN se reconocen cada vez
mas como herramientas poderosas para la modulacion génica especifica.

Como se describe en la presente descripcion, el ARNi incluye a un grupo de mecanismos relacionados con el
silenciamiento génico que comparten muchos componentes bioquimicos comunes en los que la molécula efectora
terminal es, por ejemplo, pero no se limita a, un pequefio ARN antisentido de 21-23 nucleétidos. Un mecanismo usa
un dsARN relativamente largo 'disparador’; que se procesa por la enzima celular Dicer en cortos, por ejemplo, pero no
limitado a, dsARN de 21-23 nucleétidos, denominados como siARN. La hebra del siARN complementaria al ARN diana
se incorpora en un complejo multi-proteina denominado complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), donde
sirve como una guia para la escisién endonucleolitica de la hebra de ARNm dentro del sitio diana. Esto conduce a la
degradacion de todo el ARNm; después el siARN antisentido puede reciclarse. En organismos inferiores, la RNA-
polimerasa dependiente de ARN utiliza, ademas, la guia siARN de hibridacién como un cebador, generando mas
dsARN a partir de la diana, que sirve a su vez como un sustrato Dicer, que genera mas siARN y amplifica la sefial del
siARN. Esta via se usa comunmente como un mecanismo de defensa viral en las plantas.

Como se describid en la presente descripcion, el siARN puede consistir en dos cadenas individuales hibridadas,
separadas de, por ejemplo, pero no limitadas a, 21-23 nucleétidos, donde los dos nucleétidos terminales 3" no estan
apareados (saliente 3"). Alternativamente, el siARN puede estar en la forma de un Unico tallo-lazo, a menudo referido
como un ARN de horquilla corta (shARN). Tipicamente, pero no siempre, la cadena antisentido de los shARN es,
ademas, absolutamente complementaria a la cadena sentido pareja del si/shARN.

En células de mamiferos, los dsARN largos (generalmente mayores de 30 nucledtidos de longitud) desencadenan la
via del interferdn, proteina activadora de quinasa Ry 2; 5"-oligoadenilato sintetasa. La activacion de la via del interferon
puede conducir a una regulacién negativa total de la traduccion, asi como también a la degradacién total del ARN. Sin
embargo, se ha informado que los siARN mas cortos introducidos exdgenamente en células de mamifero evitan la via
del interferdn.

El producto antisentido siARN puede, ademas, derivarse de los microARN enddgenos. En las células humanas,
independientemente de la forma inicial (SiARN y microARN) o de la ruta de procesamiento, un ARN antisentido de 21-
23 nucledtidos con maduracion final, por ejemplo, pero sin limitarse a esto, que es completamente homologo al ARNm
dirigira la escision del ARNm. En general, el efecto de los desapareamientos entre siARN vy los sitios diana puede
variar desde casi ninguno hasta la abolicién completa de la actividad, por razones que se entienden sélo parcialmente;
sin embargo, en al menos un caso, la homologia parcial resulté en la inhibicién de la traduccion de ARNm. En general,
el siARN con desapareamiento de la diana disefiado para imitar una interaccién prototipica microARN-diana puede
mediar diversos grados de represion traduccional, en dependencia de la interaccién especifica y del nimero de sitios
diana en el ARNm. El ARNi puede activarse mediante el suministro exégeno de siARN preformados o mediante la
expresion de siARN o shARN basada en promotores.

Los ARN de interferencia cortos (siARN) pueden sintetizarse quimicamente o generarse mediante sistemas de
vectores basados en ADN. En general, esto implica la transcripcion de ARN de horquilla corta (sh)RNA que se
procesan eficientemente para formar siARN dentro de las células (Paddison P, Caudy A, Hannon G: Stable
suppression of gene expression by RNAi in mammalian cells. Proc Natl Acad Sci U S A 99:1443-1448 (2002); Paddison
P, Caudy A, Bernstein E, Hannon G, Conklin D: Short hairpin RNAs (shRNAs) induce sequence-specific silencing in
mammalian cells. Genes & Dev 16:948-958 (2002); Sui G, y otros, Proc Natl Acad Sci 8:5515-5520 (2002);
Brummelkamp T, y otros, Science 296:550-553 (2002)). Por lo tanto, en el contexto, los siARN pueden emplearse
como una estrategia efectiva para el direccionamiento especifico a un tejido y la modulacién de la expresion génica.

Los oligonucledtidos usados de acuerdo con esta invencidon pueden hacerse convenientemente y rutinariamente
mediante la técnica bien conocida de sintesis en fase soélida. El equipo para tal sintesis se vende por numerosos
proveedores conocidos en la técnica. Ademas, puede emplearse cualquier otro medio para tal sintesis; la sintesis real
de los oligonucleétidos es bien reconocida en la técnica. Es bien conocido el uso de técnicas similares para preparar
oligonucledtidos tales como los fosforotioatos y derivados de 2'-alcoxi o 21-alcoxialcoxi, que incluye los
oligonucledtidos de 2'-O-metoxietilo (Martin, P. Helv. Chim. Acta 78, 486-504 (1995)). Ademas, es bien conocido el
uso de técnicas similares y amiditas modificadas disponibles en el mercado y productos de vidrio de poro controlado
(CPG) tales como biotina, fluoresceina, acridina o amiditas modificadas con psoraleno y/o CPG (comercializado por
de Glen Research, Sterling, Va.) para sintetizar oligonucleétidos marcados con fluorescencia, biotinilados u otros
oligonucledtidos conjugados.
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Métodos

Ademas, en la presente descripcion se describen métodos para tratar un sujeto (por ejemplo, un paciente), un érgano
diana, un tejido diana o una célula diana mediante la administracion de los compuestos descritos en la presente
descripcion.

Determinados casos descritos estan dirigidos a los métodos para tratar un sujeto, érgano diana, tejido diana o célula
diana con un trastorno vascular que comprende administrar a un sujeto un compuesto antisentido, péptido mimético,
u otro compuesto descrito en la presente descripcion capaz de inhibir la expresion, formacioén, o actividad de un
hemicanal de conexina. Los trastornos vasculares incluyen, por ejemplo, cualquier trastorno o afeccién asociada con
arterias, vasos sanguineos, y el sistema vascular y/o cardiovascular, que incluye los trastorno o afecciones en érganos
o tejidos asociados. Los ejemplos representativos incluyen, sin limitacion, aterosclerosis, trastornos microvasculares,
trastornos macrovasculares, accidente cerebrovascular, enfermedad cerebrovascular (isquemia cerebral), trombosis,
lesiones vasculares resultantes de traumatismos (por ejemplo, heridas subcutaneas, insercion de stent, reestenosis,
o angioplastia), dafios vasculares resultantes de la elevacion de los niveles de glucosa (diabetes), retinopatia diabética,
enfermedades vasculares de las extremidades, isquemia de 6rganos, y dehiscencia de las células endoteliales.

Otros casos descritos estan dirigidos a métodos para tratar un trastorno inflamatorio que comprende administrar a un
sujeto, 6rgano diana, tejido diana o célula diana un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito
en la presente descripcién capaz de inhibir la expresién, formacion, o actividad de un hemicanal de conexina.

Otros casos descritos estan dirigidos a los métodos para tratar un sujeto, érgano diana, tejido diana o célula diana en
relacion con un trasplante o procedimiento de injerto que comprende la administracion a dicho paciente de un
compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripcion capaz de inhibir la
expresion, formacion, o actividad de un hemicanal de conexina e inhibicién o prevencién del edema tisular asociado
con dicho trasplante o procedimiento de injerto.

Otros casos descritos estan dirigidas a los métodos para tratar el infarto del miocardio y sus enfermedades cardiacas
asociadas que comprenden administrar a un sujeto un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto
descrito en la presente descripcién capaz de inhibir la expresion, formacion, o actividad de un hemicanal de conexina.

AuUn otros casos descritos estan dirigidos a los métodos para tratar la enfermedad de la arteria coronaria, que
comprenden administrar a un sujeto, érgano diana, tejido diana o célula diana un compuesto antisentido, péptido
mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripcion capaz de inhibir la expresion, formacion, o actividad
de un hemicanal de conexina.

Otros casos descritos estan dirigidos a los métodos para tratar el dafio asociado con la isquemia, que incluye el dafio
isquémico inicial y una lesion posterior por reperfusion.

Otros casos descritos estan dirigidos a los métodos para tratar el infarto del miocardio y sus enfermedades cardiacas
asociadas, que comprenden la coadministracién a un sujeto de un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro
compuesto descrito en la presente descripcion capaz de inhibir la expresion, formacion, o actividad de un hemicanal
de conexina en combinacién con otros enfoques terapéuticos conocidos o procedimientos para el tratamiento de
afecciones isquémicas asociadas con el corazon, que incluye los descritos en Baker DW y otros, (ACC/AHA Guidelines
for the Evaluation and Management of Chronic Heart Failure in the Adult, 2001; American College of Cardiology and
the American Heart Association). Tales procedimientos incluyen, por ejemplo, trasplante cardiaco, abordajes
quirdrgicos y mecanicos, reparacion o reemplazo de la valvula mitral para mejoras hemodinamicas y clinicas,
dispositivos extracorpéreos para soporte circulatorio, dispositivos de asistencia ventricular izquierda, descompresion
mecanica, ventriculoectomia izquierda (procedimiento Batista), cardiomioplastia y una variante del procedimiento de
aneurismectomia para el manejo de pacientes con cardiomiopatia isquémica.

Los implantes y otros dispositivos quirdrgicos o médicos pueden recubrirse con (o de cualquier otra manera adaptarse
para liberar) agentes (por ejemplo, compuestos y composiciones anticonexinas) de varias maneras, que incluyen, por
ejemplo: (a) mediante la fijacion directamente al implante o dispositivo de un agente o composicion anticonexina (por
ejemplo, pulverizando el implante o dispositivo con una pelicula de polimero/farmaco, o sumergiendo el implante o
dispositivo en una solucidon de polimero/farmaco, u otros medios covalentes o no covalentes); (b) mediante el
recubrimiento del implante o dispositivo con una sustancia tal como un hidrogel que a su vez absorbe la composicion
anticonexina (o anteriormente factor anticonexina); (c) entrelazando un hilo recubierto de la composicién anticonexina
(o el propio polimero formado en un hilo) en el implante o dispositivo; (d) mediante la insercién del implante o dispositivo
en un manguito o malla que estd compuesto o recubierto con una composicién anticonexina; (e) construir el implante
o el propio dispositivo con un agente o composicion anticonexina; o (f) adaptando de cualquier otra manera el implante
o dispositivo para liberar el agente anticonexina. Dentro de los casos descritos preferidos, la composicién debe
adherirse firmemente al implante o dispositivo durante el almacenamiento y en el momento de la inserciéon. Ademas,
el agente o composicion anticonexina no debe degradarse, preferentemente, durante el almacenamiento, antes de la
insercion, o cuando se calienta a la temperatura corporal después de la insercién dentro del cuerpo (si es necesario).
Ademas, preferentemente, debe recubrir el implante o dispositivo lisa y equitativamente, con una distribucién uniforme
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del agente anticonexina, sin cambiar el contorno del stent. Dentro de los casos descritos preferidos, el agente o
composicién anticonexina deberia proporcionar una liberacién uniforme, predecible, y prolongada del factor
anticonexina en el tejido que rodea el implante o dispositivo una vez que se ha puesto en uso. Para los stent vasculares,
ademas de las propiedades anteriores, la composicion no debe hacer que el stent sea trombogénico (lo que causa la
formacion de coagulos sanguineos), ni causar turbulencias significativas en el flujo sanguineo (mas de lo que cabria
esperar si el propio stent no estuviese recubierto).

Los compuestos anticonexinas, composiciones y métodos descritos en la presente descripcion pueden usarse en una
diversidad de procedimientos que utilizan los implantes, dispositivos médicos y quirargicos, y similares. En un aspecto,
los implantes, dispositivos quirdrgicos o stents, estan recubiertos con, o construidos de cualquier otra manera para
contener y/o liberar cualquiera de los agentes anticonexina descritos en la presente descripcion. Los ejemplos
representativos incluyen dispositivos cardiovasculares (por ejemplo, catéteres venosos implantables, puertos venosos,
catéteres venosos tunelizados, lineas o puertos de infusion cronica, que incluyen catéteres de infusién de arteria
hepatica, cables de marcapasos, desfibriladores implantables); dispositivos neurolégicos/neuroquirdrgicos (por
ejemplo, derivaciones ventriculares peritoneales, derivaciones ventriculares auriculares, dispositivos de estimulacion
nerviosa, parches durales e implantes para prevenir la fibrosis epidural después de la laminectomia, dispositivos para
infusiones subaracnoideas continuas); dispositivos gastrointestinales (por ejemplo, catéteres permanentes crénicos,
tubos de alimentacion, y derivaciones) implantes oftalmoldgicos (por ejemplo, implantes multino y otros implantes para
el glaucoma neovascular, lentes de contacto liberadores de farmacos para pterigio, férulas para dacrocistalrinostomia
fallida, lentes de contacto liberadores de farmacos para la neovascularizacién corneal, implantes para la retinopatia
diabética, lentes de contacto liberadores de farmacos para trasplantes corneales de alto riesgo); dispositivos de
otorrinolaringologia (por ejemplo, implantes osiculares, férulas de la trompa de Eustaquio o endoprétesis para el oido
adhesivo u otitis crénica, como una alternativa a los drenajes transtimpanicos); implantes de cirugia plastica (por
ejemplo, prevencion de contractura fibrosa en respuesta a implantes mamarios que contienen gel o solucion salina en
los abordajes subpectorales o subglandulares o post-mastectomia, o implantes de mentén), e implantes ortopédicos
(por estiramiento, prétesis ortopédicas cementadas).

Un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripcion puede
administrarse en un momento predeterminado en determinados casos descritos. En determinados casos descritos, se
inhibe la expresion, formacion, o actividad de hemicanal de conexina antisentido en las células endoteliales. En
determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que comprende un accidente
cerebrovascular. En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que comprende
una isquemia. Tal isquemia puede ser, por ejemplo, una isquemia tisular, una isquemia miocardica, o una isquemia
cerebral. En determinados casos descritos, un sujeto tratado en la presente descripcion esta en riesgo de perder la
funcion neuroldgica por isquemia. En otros casos descrito, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que
comprende tratar o mejorar la muerte celular o la degeneracién en el sistema nervioso central o periférico causada por
una isquemia. En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular donde un
compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripcion se administra junto
con un procedimiento vascular o coronario realizado en un sujeto. En otros casos descritos, se administra un
compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripcion durante dicho
procedimiento vascular o coronario.

La administracion de los compuestos descritos en la presente descripcion puede ser anterior o posterior a un punto
de tiempo seleccionado. El "punto de tiempo seleccionado" puede corresponder, por ejemplo, al inicio de un trastorno
o afeccion tal como un trastorno cardiovascular, inflamacién, un trastorno vascular, o un evento isquémico, o con la
realizacién de un procedimiento médico tal como un procedimiento vascular o coronario. Los compuestos descritos en
la presente descripcion (por ejemplo, compuestos antisentido, péptido mimético, etcétera), pueden por ejemplo,
administrarse antes, coincidiendo con, o después de un punto de tiempo seleccionado. En determinadas modalidades,
los compuestos se administran inmediatamente y hasta aproximadamente 24 horas posteriores a un punto de tiempo
seleccionado. En otras modalidades, los compuestos se administran dentro de aproximadamente 1 hora después de
un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 2 horas después del punto de tiempo seleccionado,
dentro de aproximadamente 3 horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 4
horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 5 horas después de un punto de
tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 6 horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de
aproximadamente 8 horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 10 horas
después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 12 horas después de un punto de tiempo
seleccionado, dentro de aproximadamente 14 horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de
aproximadamente 16 horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 20 horas
después de un punto de tiempo seleccionado, o dentro de aproximadamente 24 horas después de un punto de tiempo
seleccionado. En determinadas modalidades, un compuesto descrito en la presente descripcién se administra junto
con una cirugia de corazon u otra realizada en un paciente. Los "puntos de tiempo seleccionados,"” como se refieren
en la presente descripcion, incluyen un tiempo de lesidn, un tiempo de realizacidon de un procedimiento, por ejemplo,
un procedimiento cardiaco o vascular, etcétera. En determinados otros casos descritos, un compuesto descrito en la
presente descripcion se administra junto con un dispositivo médico para realizar un procedimiento vascular.
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En determinados casos descritos, el trastorno vascular tratado se selecciona entre uno o mas de accidente
cerebrovascular isquémico, ataque isquémico transitorio, hemorragia intracerebral, hemorragia subaracnoidea,
accidente cerebrovascular tromboembdlico, trombosis venosa, embolismo pulmonar, accidente cerebrovascular
embodlico, trastorno cerebrovascular, enfermedad arterial oclusiva periférica, malformaciéon arteriovenosa y un
aneurisma.

En determinados casos descritos, el trastorno vascular tratado se asocia con uno o mas de enfermedad coronaria,
trastorno vascular coronario, enfermedad vascular aterosclerética, ruptura de la placa aterosclerética y/o
tromboembdlica, un trastorno vascular asociado con hipertension, infarto de miocardio, angina, enfermedad isquémica
cardiaca, trastorno aortico, enfermedades arteriales periféricas, displasia fibromuscular, enfermedad de Moyamoya, y
tromboangiitis.

En determinados casos descritos, un trastorno inflamatorio tratado se selecciona entre uno o mas de artritis, artritis
reumatoide (RA), inflamacion, destrucciéon o dafio de las articulaciones, trastorno inflamatorio, enfermedad de Grave,
enfermedad de Hashimoto, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogrens, purpura
trombocitopénica inmunitaria, esclerosis multiple, miastenia gravis, esclerodermia, psoriasis, enfermedad inflamatoria
intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sepsis y choque séptico, y enfermedades autoinmunitarias del
sistema digestivo

En determinados otros casos descritos, un sujeto, un érgano diana, un tejido diana o una célula diana se trata por una
afeccién que se asocia con una o mas de hemostasis, trombosis, fibrindlisis, enfermedad cardiovascular, diabetes
mellitus, trastornos endocrinos que afectan el corazén, enfermedad cardiovascular asociada con el embarazo, fiebre
reumatica, trastornos cardiovasculares asociados con la infeccion por HIV, trastornos hematoldgicos y oncolégicos
asociados con la enfermedad cardiaca, trastornos neuroldgicos asociados con la enfermedad cardiaca, y trastornos
renales asociados con la enfermedad cardiaca.

En determinados otros casos descritos, un sujeto, un 6rgano diana, un tejido diana o una célula diana se trata en
asociacion con un trasplante o procedimiento de injerto asociado con insuficiencia cardiaca, enfermedad cardiaca
congénita, enfermedad cardiaca adquirida en nifios, enfermedad cardiaca valvular, endocarditis infecciosa,
cardiomiopatia, tumores del corazén, enfermedad cardiaca pericardica, enfermedad cardiaca traumatica, embolismo
pulmonar, hipertension pulmonar, cor pulmonale, y sindrome del corazon atlético, trastornos de la circulacion arterial
periférica, trastorno vascular que afecta a un sistema organico, trastorno vascular que afecta el sistema nervioso
central, trastorno vascular que afecta el cerebro, trastorno vascular que afecta la retina, trastorno vascular que afecta
el rifdn, trastorno vascular que afecta los nervios, trastorno microvascular y trastorno macrovascular. El sujeto puede
tratarse con un trasplante o procedimiento de injerto asociado seleccionado de uno o mas de un trasplante de corazoén,
trasplante de rifidn, trasplante de higado, trasplante de pulmén, trasplante pancreatico, trasplante intestinal, o un
trasplante combinado de 6rganos. El sujeto puede tratarse con un trasplante o procedimiento de injerto que involucra
uno o mas tejidos oculares, piel, valvulas cardiacas, huesos, tendones, venas, ligamentos, trasplantes de médula
Osea, tejido dental o de encias, injerto o implante asociado con cirugia estética, injerto o implantacion asociada con
un procedimiento de reemplazo de cadera o articulacion, e injerto de tejido o implantes que involucran células madre.

Sin pretender asociarse o limitarse a un mecanismo particular, en determinados casos descritos, un sujeto, érgano
diana, tejido diana o célula diana se trata mediante la administracion de un compuesto anticonexina que es capaz de
unirse o modular un conexén (hemicanal) con el propésito de lograr un efecto conveniente, que incluye, por ejemplo,
uno o mas de los siguientes: para la prevencién del edema en la médula espinal después de isquemia o trauma, para
la prevencion de la degradacion de la pared de los vasos sanguineos en los tejidos después de isquemia o trauma
(por ejemplo, en el cerebro, el nervio dptico, la médula espinal y el corazodn), para el tratamiento de la artritis inflamatoria
y otros trastornos inflamatorios en los que el edema y la inflamacién son sintomaticos o en los que se produce la
muerte continua de los vasos sanguineos como resultado de una inflamacion persistente, para el tratamiento de las
heridas subagudas o crénicas en la cérnea del ojo en las que la prevencion de la muerte continua de los vasos
sanguineos permite la recuperacion de la isquemia limbal, para el tratamiento de las heridas subagudas o crénicas en
la cérnea del ojo como un medio para desencadenar la reepitelizacion, para el tratamiento de quemaduras quimicas
en el ojo con el propdsito de desencadenar la recuperacion epitelial y para lograr la recuperacion de la isquemia limbal
subaguda, para el tratamiento de las heridas subagudas o cronicas de la piel o las ulceras diabéticas en las que la
prevencién de la muerte continuada de los vasos sanguineos permitira la recuperacion de la isquemia tisular, para el
tratamiento de heridas cronicas de la piel o Ulceras diabéticas en las que la expresion continua de conexina 43 en el
borde de cierre impide la recuperacion de la reepitelizacion, para el tratamiento de la isquemia perinatal mediante el
uso de péptidos miméticos de conexina administrados directamente a los ventriculos del cerebro o por medio de la
columna vertebral/médula, para la inhibiciéon o prevencion del edema secundario a la isquemia perinatal mediante el
uso de péptidos miméticos de conexina administrados directamente a los ventriculos del cerebro o mediante columna
vertebral/médula, como un tratamiento para la isquemia perinatal mediante el uso de péptidos miméticos de conexina
administrados por via sistémica, como un tratamiento para el accidente cerebrovascular o la isquemia del CNS
mediante el uso de péptidos miméticos de conexina administrados directamente a los ventriculos del cerebro o a través
de la columna vertebral/médula espinal, como un tratamiento para el accidente cerebrovascular o la isquemia del CNS
mediante el uso de péptidos miméticos de conexina administrados sistémicamente, para la prevencion de la actividad
epileptiforme en el cerebro secundaria a la isquemia, para la prevencion de la actividad epileptiforme en el cerebro
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(por ejemplo, epilepsia), para la prevencion del edema tisular mediante el uso de péptidos miméticos de conexdén o
polinucledtidos antisentido especificos de conexina, y/o para la prevencion de la propagacién de lesiones, edema (y
rechazo) con la reperfusién secundaria al trasplante de 6rgano.

En otro aspecto, los compuestos utiles en la invencion se administran en una cantidad conveniente para modular la
expresion, formacion o actividad de una conexina, un hemicanal o una unién de intersticio.

Sin pretender asociarse o limitarse a ningin mecanismo y sin pretender ninguna limitaciéon, se cree que en
determinadas modalidades un hemicanal de conexina 43 diana se ubica en una membrana citoplasmatica celular y
puede ser conveniente efectuar una inhibicién de la transmisién no conveniente de moléculas desde el citoplasma de
dicha célula a un espacio extracelular. Nuevamente, sin pretender limitarse a ningun mecanismo en particular, en
determinados casos descritos, puede ser conveniente administrar un compuesto descrito en la presente descripcion
capaz de inhibir o prevenir el infarto progresivo y la lesion por reperfusion en el corazén, mediante el mantenimiento
de la integridad de las células endoteliales de los vasos sanguineos, para promover la reperfusion de sangre al tejido
dafado en una cantidad eficaz para mejorar la supervivencia celular y/o la reparacion de tejidos, para mantener la
barrera hematoencefalica mediante la inhibicién de la dehiscencia de las células endoteliales después a un accidente
cerebrovascular o lesion del sistema nervioso central, para mantener la integridad vascular posterior al dafio tisular, o
para inhibir o prevenir el edema tisular asociado con un trasplante o procedimiento de injerto.

Composiciones farmacéuticas

Ademas, en la presente descripcion se describen composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos
descritos, que incluyen compuestos antisentido y péptidos miméticos.

Los compuestos antisentido descritos en la presente descripcidon pueden incluir, ademas, compuestos bioequivalentes,
que incluyen sales y profarmacos aceptables farmacéuticamente. Esto se destina a abarcar cualquier sal, éster, o
sales de tales ésteres aceptables farmacéuticamente, o cualquier otro compuesto que, tras la administraciéon a un
animal, que incluye un ser humano, sea capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito o residuo
biolégicamente activo de este. Los péptidos, por ejemplo, pueden alterarse para mejorar su estabilidad en el cuerpo.
Por ejemplo, pueden agregarse cadenas laterales sintéticas que se unen entre si lo que resulta en que el péptido se
vuelve circular. Esta circularizacion puede lograrse, ademas, mediante la union de los extremos N y C terminal juntos
que forma un profarmaco que, después de la insercion en el cuerpo, se hace lineal por la actividad de las proteasas.
En consecuencia, por ejemplo, la descripcidn se basa, ademas, en sales aceptables farmacéuticamente de los acidos
nucleicos y profarmacos de tales acidos nucleicos. Las "sales aceptables farmacéuticamente" son sales
fisiologicamente y farmacéuticamente aceptables de los acidos nucleicos descritos en la presente descripcion: es
decir, sales que retienen la actividad biolégica conveniente del compuesto original y no imparten efectos toxicoldgicos
no deseados a este (ver, por ejemplo, Berge y otros, J. of Pharma Sci. 66, 1-19 (1977)).

Los péptidos o variantes de estos pueden sintetizarse in vitro, por ejemplo, mediante el método sintético de péptidos
en fase solida o mediante la sintesis de péptidos catalizados por enzimas o con la ayuda de la tecnologia del ADN
recombinante. El método sintético de péptidos en fase sélida es un método establecido y ampliamente usado, que se
describe en referencias tales como las siguientes: Stewart y otros, Solid Phase Peptide Synthesis, W. H. Freeman Co.,
San Francisco (1969); Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85 2149 (1963); Meienhofer in "Hormonal Proteins and Peptides,"
ed.; C.H. Li, Vol.2 (Academic Press, 1973), pp.48-267; y Bavaay and Merrifield. "The Peptides," eds. E. Gross and F.
Meienhofer, Vol.2 (Academic Press, 1980) pp.3-285. Estos péptidos pueden purificarse adicionalmente mediante
fraccionamiento en columnas de inmunoafinidad o de intercambio idnico; precipitacion de etanol; HPLC de fase
inversa; cromatografia sobre silice o sobre una resina de intercambio aniénico tal como DEAE; cromatoenfoque; SDS-
PAGE; precipitacion con sulfato de amonio; filtracion en gel mediante el uso de, por ejemplo, Sephadex G-75;
cromatografia de afinidad de ligando; o cristalizacidn o precipitacion a partir de solvente no polar o mezclas de solvente
no polar/polar. Se prefiere la purificacion mediante cristalizacion o precipitacion.

Las formulaciones farmacéuticas utiles en la presente invencién pueden incluir, como ingredientes opcionales,
vehiculos, diluyentes, agentes solubilizantes o emulsionantes y sales aceptables farmacéuticamente del tipo que esté
disponibles en la técnica. Los ejemplos de tales sustancias incluyen soluciones salinas normales tales como soluciones
salinas tamponadas fisiolégicamente y agua. Los ejemplos especificos no limitativos de los vehiculos y/o diluyentes
que son utiles en las formulaciones farmacéuticas usadas en la presente invencion incluyen agua y soluciones salinas
tamponadas fisioldgicamente aceptables tales como soluciones salinas tamponadas con fosfato pH 7,0-8,0. Los
vehiculos farmacéuticos adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua estéril, soluciones salinas (tales como la
solucion de Ringer), alcoholes, polietilenglicoles, gelatina, carbohidratos tales como lactosa, amilosa o almidén,
estearato de magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa, ésteres de acido graso, hidroximetilcelulosa,
polivinilpirrolidona, etcétera. Las preparaciones farmacéuticas pueden esterilizarse y, convenientemente, mezclarse
con agentes auxiliares, por ejemplo, lubricantes, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, emulsionantes,
sales para influir en la presion osmotica, tampones, colorantes, y/o sustancias aromaticas y similares que no
reaccionan de manera perjudicial con los compuestos activos. Ademas, pueden combinarse donde sea conveniente
con otras sustancias activas, por ejemplo, inhibidores enzimaticos, para reducir la degradacion metabdlica.
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Las sales de grupos carboxilo de un péptido o variante de péptido util en la invenciéon pueden prepararse de la manera
habitual mediante el contacto del péptido con uno o mas equivalentes de una base conveniente tal como, por ejemplo,
una base de hidroxido metalico, por ejemplo, hidroxido de sodio; una base de carbonato o bicarbonato de metal tal
como, por ejemplo, carbonato de sodio o bicarbonato de sodio; o una base de amina tal como, por ejemplo, trietilamina,
trietanolamina, y similares.

Los derivados de N-acilo de un grupo amino del péptido o de las variantes del péptido pueden prepararse mediante el
uso de un aminoacido protegido con N-acilo para la condensacion final, o mediante la acilacién de un péptido protegido
o no protegido. Los derivados de O-acilo pueden prepararse, por ejemplo, mediante la acilaciéon de un péptido
hidroxilado o resina peptidica libre. Cualquiera de las acilaciones puede realizarse mediante el uso de reactivos de
acilacion estandar tales como haluros de acilo, anhidridos, imidazoles de acilo, y similares. Tanto la N-acilacion como
la O-acilacion pueden realizarse juntas, si es conveniente.

Las sales de adicién de acido del péptido o variante del péptido, o de residuos amino del péptido o variante del péptido,
pueden prepararse mediante el contacto del péptido o la amina con uno o mas equivalentes del acido inorganico u
organico conveniente, tal como, por ejemplo, acido clorhidrico. Ademas, los ésteres de grupos carboxilo de los
péptidos pueden prepararse mediante cualquiera de los métodos habituales conocidos en la técnica.

Para los oligonucleétidos, los ejemplos de sales aceptables farmacéuticamente incluyen, pero no se limitan a (a) sales
formadas con cationes tal como sodio, potasio, amonio, magnesio, calcio, poliaminas tales como espermina y
espermidina, etcétera; (b) sales de adicion de acido formadas con acidos inorganicos, por ejemplo acido clorhidrico,
acido bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido nitrico y similares; (c) sales formadas con acidos organicos
tales como, por ejemplo, acido acético, acido oxalico, acido tartarico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico,
acido gluconico, acido citrico, acido malico, acido ascorbico, acido benzoico, acido tanico, acido palmitico, acido
alginico, acido poliglutamico, acido naftalenosulfénico, acido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido
naftalenodisulfénico, acido poligalacturénico y similares; y (d) sales formadas a partir de aniones elementales tales
como cloro, bromo y yodo.

Los oligonucleétidos descritos en la presente descripcion pueden prepararse adicionalmente o alternativamente para
administrarse en forma de "profarmaco". El término "profarmaco"” indica un agente terapéutico que se prepara en una
forma inactiva que se convierte en una forma activa (es decir, farmaco) dentro del cuerpo o de las células de este
mediante la accidén de enzimas enddgenas u otras sustancias quimicas y/o condiciones. En particular, las versiones
de profarmacos de los oligonucleétidos pueden prepararse como derivados de SATE [(S-acetil-2-tioetil) fosfato], de
acuerdo con los métodos descritos en el documento WO 93/24510 de Gosselin y otros, publicado el 9 de diciembre
de 1993.

Los compuestos descritos en la presente descripcién pueden formularse en una composicién farmacéutica, que puede
incluir vehiculos aceptables farmacéuticamente, espesantes, diluyentes, tampones, conservantes, agentes
tensioactivos, lipidos neutros o cationicos, complejos lipidicos, liposomas, potenciadores de la penetracion,
compuestos transportadores y otros vehiculos o excipientes aceptables farmacéuticamente y similares, ademas del
oligonucledétido.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluir, ademas, uno o mas ingredientes activos tales como interferones,
agentes antimicrobianos, agentes antiinflamatorios, anestésicos, y similares. Las formulaciones para administracion
parenteral pueden incluir soluciones acuosas estériles que, ademas, pueden contener tampones, liposomas,
diluyentes y otros aditivos adecuados. Las composiciones farmacéuticas que comprenden los oligonucleétidos
descritos en la presente descripcion pueden incluir potenciadores de la penetracion para mejorar el suministro
alimentario de los oligonucleétidos. Los potenciadores de la penetracion pueden clasificarse como pertenecientes a
una de cinco categorias amplias, es decir, acidos grasos, sales biliares, agentes quelantes, tensioactivos y no
tensioactivos (Lee y otros, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 8, 91-192 (1991); Muranishi, Critical
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 7, 1-33 (1990)). Pueden incluirse uno o mas potenciadores de la
penetracion de una o mas de estas categorias amplias.

Diversos acidos grasos y sus derivados que actian como potenciadores de la penetracion incluyen, por ejemplo, acido
oleico, acido laurico, acido caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido linolénico,
dicaprato, tricaprato, recinleato, monooleina (un k.a. 1-monooleoil-rac-glicerol), dilaurina, acido caprilico, acido
araquidonico, gliceril 1-monocaprato, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona, acilcarnitinas, acilcolinas, mono y diglicéridos y
sales aceptables fisioldgicamente de estos (es decir, oleato, laurato, caprato, miristato, palmitato, estearato, linoleato,
etcétera). Lee y otros, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems page 92 (1991); Muranishi, Critical
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 7, 1 (1990); El-Hariri y otros, J. Pharm. Pharmacol. 44, 651-654 (1992)).

The physiological roles of bile include the facilitation of dispersion and absorption of lipids and fat-soluble vitamins
(Brunton, Capitulos 38 In: Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9na Ed., Hardman y otros
McGraw-Hill, Nueva York, N. Y., paginas 934-935 (1996)). Diversas sales biliares naturales, y sus derivados sintéticos,
actian como potenciadores de la penetracion. Por lo tanto, el término "sal biliar" incluye cualquiera de los componentes
de origen natural de la bilis, asi como también cualquiera de sus derivados sintéticos.
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Pueden usarse formulaciones complejas que comprenden uno o mas potenciadores de la penetracién. Por ejemplo,
pueden usarse las sales biliares en combinacién con acidos grasos para hacer formulaciones complejas. Los agentes
quelantes incluyen, pero no se limitan a, etilendiaminotetraacetato disédico (EDTA), acido citrico, salicilatos (por
ejemplo, salicilato de sodio, 5-metoxisalicilato y homovanilato), derivados de N-acilo de colageno, lauret-9 y derivados
de N-amino acilo de beta-dicetonas (enaminas) [Lee y otros, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems
pagina 92 (1991); Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 7, 1-33 (1990); Buur y otros, J.
Control Rel. 14, 43-51 (1990)). Los agentes quelantes tienen la ventaja adicional de servir, ademas, como inhibidores
de la ADNasa.

Los tensioactivos incluyen, por ejemplo, laurilsulfato de sodio, polioxietilen-9-lauril éter y polioxietilen-20-cetil éter (Lee
y otros, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems page 92 (1991)); y emulsiones perfluoroquimicas, tales
como FC-43 (Takahashi y otros, J. Pharm. Phamacol. 40, 252-257 (1988)). Los no tensioactivos incluyen, por ejemplo,
ureas ciclicas insaturadas, derivados de 1-alquilo- y 1-alquenilazaciclo-alcano (Lee y otros, Critical Reviews in
Therapeutic Drug Carrier Systems page 92 (1991)); y agentes antiinflamatorios no esteroideos tales como diclofenaco
sadico, indometacina y fenilbutazona (Yamashita y otros, J. Pharm. Pharmacol. 39, 621-626 (1987)).

Como se usa en la presente descripcion, "compuesto vehiculo" incluye un acido nucleico, o analogo de este, que es
inerte (es decir, no posee actividad bioldgica per se) pero se reconoce como un acido nucleico por los procesos in vivo
que reducen la biodisponibilidad de un acido nucleico que tiene actividad biolégica, por ejemplo, mediante la
degradacion del acido nucleico biolégicamente activo o promoviendo su eliminacién de la circulaciéon. La
administracion conjunta de un acido nucleico y un compuesto vehiculo, tipicamente, con un exceso de esta ultima
sustancia, puede resultar en una reduccion sustancial de la cantidad de acido nucleico recuperado en el higado, rifién
u otros depositos extracirculatorios, presumiblemente, debido a la competencia entre el compuesto vehiculo y el acido
nucleico por un receptor comun. A diferencia de un compuesto vehiculo, un "vehiculo aceptable farmacéuticamente”
(excipiente) es un disolvente, agente de suspension o cualquier otro vehiculo farmacolégicamente inerte aceptable
farmacéuticamente para suministrar uno o mas acidos nucleicos a un animal. El vehiculo aceptable farmacéuticamente
puede ser liquido o sélido y se selecciona teniendo en cuenta la forma de administracion planificada para proporcionar
el volumen, la consistencia, etcétera, conveniente, cuando se combina con un &cido nucleico y los otros componentes
de una composicidon farmacéutica dada. Los vehiculos aceptables farmacéuticamente tipicos incluyen, pero no se
limitan a, agentes aglutinantes (por ejemplo, almidon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidroxipropilmetilcelulosa, etcétera); agentes de relleno (por ejemplo, lactosa y otros azucares, celulosa microcristalina,
pectina, gelatina, sulfato de calcio, etilcelulosa, poliacrilatos o hidrégeno fosfato de calcio, etcétera); lubricantes (por
ejemplo, estearato de magnesio, talco, silice, didxido de silicio coloidal, acido estearico, estearatos metalicos, aceites
vegetales hidrogenados, almidéon de maiz, polietilenglicoles, benzoato de sodio, acetato de sodio, etcétera);
desintegrantes (por ejemplo, almidén, almidén glicolato de sodio, etcétera); o agentes humectantes (por ejemplo,
laurilsulfato de sodio, etcétera).

Las composiciones descritas en la presente descripcion pueden contener adicionalmente otros componentes
adyuvantes que se encuentran convencionalmente en composiciones farmacéuticas, a los niveles de uso establecidos
en la técnica. Por lo tanto, por ejemplo, las composiciones pueden contener materiales farmacéuticamente activos
adicionales compatibles, tales como, por ejemplo, antipruriticos, astringentes, anestésicos locales o agentes
antiinflamatorios, o pueden contener materiales adicionales utiles para formular fisicamente diversas formas de
dosificacion de la composicion Utiles en el presente invencion, tales como colorantes, agentes aromatizantes,
conservantes, antioxidantes, opacificadores, agentes espesantes y estabilizadores. Sin embargo, tales materiales,
cuando se agregan, no deberian interferir indebidamente con las actividades biolégicas de los componentes de las
composiciones descritas en la presente descripcion.

Independientemente del método por el cual los compuestos (por ejemplo, oligonucleétidos, péptidos miméticos,
etcétera) se introducen en un paciente, los sistemas de dispersidon coloidal pueden usarse como vehiculos de
administracion para mejorar la estabilidad in vivo de los oligonucleétidos y/o dirigir los oligonucleétidos a un érgano,
tipo de tejido o célula particular. Los sistemas de dispersion coloidal incluyen, pero no se limitan a, complejos de
macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas basados en lipidos que incluyen emulsiones de aceite
en agua, micelas, micelas mixtas, liposomas y complejos lipido:oligonucleétido de estructura no caracterizada. Un
sistema de dispersion coloidal preferido es una pluralidad de liposomas. Los liposomas son esferas microscopicas que
tienen un nucleo acuoso rodeado por una o mas capas externas formadas por lipidos dispuestos en una configuracion
de bicapa (ver, generalmente, Chonn y otros, Current Op. Biotecnologia 6, 698-708 (1995)).

En determinadas modalidades, los compuestos antisentido y los péptidos miméticos pueden incorporarse o usarse
junto con una porcién que dirige la biodistribuciéon, que incluye uno o mas polimeros, para dirigir la biodistribucion del
compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripcién a la proximidad de una
diana conveniente o para permitir la liberacién continua de este. Los agentes activos incluyen, por ejemplo,
compuestos utiles para aumentar la eficacia terapéutica, para optimizar la biodistribucién y la biodisponibilidad, para
reducir el dafio tisular, para promover la cicatrizacion, o para aumentar la comodidad del paciente; los agentes activos
ilustrativos incluyen agentes vasoactivos, anestésicos, agentes terapéuticos para isquemia, factores de crecimiento y
citocinas. Alternativamente, pueden usarse formas de dosificacion de perlas poliméricas microparticuladas o
nanoparticuladas en la composicion descrita en la presente descripcion. Los compuestos descritos en la presente
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descripcién pueden usarse en combinacion con un agente activo y encapsulados en una forma de dosificacion
particulada con una serie de moléculas de ligando o anti-ligando unidas a este.

De esta manera, los péptidos miméticos, los compuestos antisentido, y otros compuestos descritos en la presente
descripcién, solos o en combinacidon con otros agentes activos, se liberan en ese sitio a lo largo del tiempo para
proporcionar un beneficio terapéutico sostenido. Las formas de dosificacion de liberacion sostenida son utiles, ademas,
con respecto a otros agentes activos utiles en la practica de la presente invencion, tales como factores de crecimiento,
citocinas, y similares. La liberacidon del agente activo de las formas de dosificacion particulada utiles en la presente
invencién puede ocurrir como un resultado de la difusion y la erosién de la matriz particulada. La tasa de
biodegradacion impacta directamente la cinética de liberacién del agente activo.

En determinadas modalidades, las formulaciones parenterales de liberacién controlada de las composiciones de
péptidos miméticos, compuestos antisentido, y compuestos utiles en la presente invencion pueden prepararse como
implantes, inyecciones oleosas, o como sistemas particulados. Los sistemas particulados incluyen microesferas,
microparticulas, microcapsulas, nanocapsulas, nanoesferas, y nanoparticulas. Las microcapsulas contienen la
proteina terapéutica como un nucleo central. En las microesferas, el producto terapéutico se dispersa por toda la
particula. Los liposomas pueden usarse para la liberacion controlada, asi como también para el direccionamiento del
farmaco, del farmaco atrapado.

Los polinucleétidos antisentido pueden estar presentes en una forma sustancialmente aislada. Se entendera que el
producto puede mezclarse con vehiculos o diluyentes que no interferiran con el propésito previsto del producto y ain
se consideraran sustancialmente aislados. Un producto puede, ademas, estar en una forma sustancialmente
purificada, en cuyo caso generalmente comprendera el 90 %, por ejemplo, al menos aproximadamente el 95 %, 98 %
0 99 % del polinucledtido o la masa seca de la preparacion.

En determinadas modalidades, la composicion farmacéutica util en la invencioén, que incluye compuestos antisentido
0 péptidos miméticos, puede administrarse localmente, o por las vias nasal, oral, gastrointestinal, intrabronquial,
intravesical, intravaginal, en el utero, subcutdneamente, intramuscularmente, periarticularmente, intraarticularmente,
en el liquido cefalorraquideo (ICSF), en el tejido cerebral (por ejemplo, administracién intracraneal), en la médula
espinal, en heridas, intraperitonealmente o intrapleuralmente, o sistémicamente, por ejemplo, intravenosamente,
intraarterialmente, intraportalmente o directamente dentro del 6rgano, tal como el corazén. Un agente administrado
por via intravenosa se vuelve biodisponible mas rapido que un agente administrado por otras vias, por lo tanto,
generalmente hace que los agentes administrados por via intravenosa sean mas téxicos. Alternativamente, la
administracion intraarterial de los compuestos antisentido, péptidos miméticos, y otros compuestos Utiles en la
invencion puede aplicarse a enfermedades diana presentes en 6rganos o tejidos para los que las arterias de suministro
son accesibles. Las aplicaciones para el suministro intraarterial incluyen, por ejemplo, el tratamiento de afecciones
relacionadas con el higado mediante la administracion en las arterias hepaticas, afecciones relacionadas con el
cerebro mediante la administracion en las arterias carétidas, afecciones relacionadas con los pulmones mediante
administracion en las arterias bronquiales y afecciones relacionadas con rifiones mediante administracion en las
arterias renales. Por lo tanto, por ejemplo, en determinadas modalidades, el compuesto es un péptido/polipéptido (por
ejemplo, péptido mimético) para administracién sistémica, y en otras modalidades, el compuesto es un
péptido/polipéptido (por ejemplo, péptido mimético) para administracion directa (por ejemplo, a los ventriculos del
cerebro o dentro de la médula espinal).

Por ejemplo, la patente de los EE.UU. 6.752.987 y la Aplicacion publicada de los EE.UU. Num. 20030148968 de
Hammond, que describen la administracion in vivo para la enfermedad cardiaca, que puede lograrse mediante la
inyeccion de la composicién farmacéutica en un vaso sanguineo u otro conducto que suministra directamente al
miocardio o al tejido. Preferentemente, la inyeccion puede realizarse mediante la administracion en una o ambas
arterias coronarias u otras arterias especificas del tejido (o mediante una inyeccion en bolo en el tejido periférico). A
modo de ilustracion, para la administracién al miocardio, tal inyeccién se logra, preferentemente, mediante un catéter
que se introduce sustancialmente (tipicamente al menos aproximadamente 1 cm) dentro del lumen de una o ambas
arterias coronarias o una o mas venas safenas o injertos de arteria mamaria interna u otros conductos que transportan
sangre al miocardio. Preferentemente, la inyeccion se realiza en las arterias coronarias izquierda y derecha para
proporcionar una distribucién general a todas las areas del corazon. Para aumentar ain mas el suministro localizado
de los péptidos miméticos o péptidos miméticos en combinacion con el agente activo, y para mejorar la eficacia del
suministro, de acuerdo con la presente invencién, puede infundirse un agente vasoactivo, preferentemente histamina
0 un agonista de histamina o una proteina factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o un donante de 6xido
nitrico (por ejemplo, nitroprusiato de sodio), en el tejido a tratar, ya sea coincidentemente o, preferentemente, dentro
de varios minutos antes de la introduccion de los péptidos miméticos o péptidos miméticos en combinacién con agentes
activos.

En un aspecto, los métodos de administracién espinal incluyen, pero no se limitan a, técnicas de inyecciones espinales
conocidas en la técnica. Los métodos generales de inyeccion o administracion intraespinal incluyen, por ejemplo,
inyecciones epidurales (que incluyen inyecciones de bloqueo caudal, translumbar y transforaminal); inyecciones de la
articulacién facetaria (que incluyen las inyecciones interarticulares y de bloqueo nervioso); inyecciones mediante
magquinas; inyecciones de la articulaciéon sacroiliaca, e inyecciones diferenciales de las extremidades inferiores. Con
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la mayoria de las inyecciones espinales, se inyecta conjuntamente un anestésico local (medicamento anestésico) tal
como, por ejemplo, lidocaina (o Xilocaina) o Bupivacaina (Marcaine), en un area especifica de la columna vertebral.

En determinados aspectos, los compuestos antisentido o péptidos miméticos pueden administrarse solos o
administrarse conjuntamente en combinacion con agentes usados para el tratamiento general del accidente
cerebrovascular e isquemia. Estos incluyen, por ejemplo, el accidente cerebrovascular isquémico, que se trata
mediante la eliminacion de la obstruccién y restableciendo el flujo sanguineo al cerebro, y 2) el accidente
cerebrovascular hemorragico, que implica la introduccién de una obstruccidn para evitar la ruptura y el sangrado de
aneurismas y malformaciones arteriovenosas. En un aspecto, los tratamientos para el accidente cerebrovascular
isquémico pueden incluir el uso de destructores de coagulos, tal como el tPA. Generalmente, el tPA se administra
dentro de un periodo de tres horas a partir del inicio de los sintomas. En otro aspecto, el tratamiento puede incluir
medidas preventivas con la administracion de anticoagulantes/antiplaquetarios. Los agentes antiplaquetarios tales
como la aspirina, y los anticoagulantes tales como la warfarina interfieren con la capacidad de coagulacion de la sangre
y pueden usarse para prevenir la aparicién de un accidente cerebrovascular. En un aspecto, los tratamientos para el
accidente cerebrovascular isquémico pueden incluir la Endarterectomia Carotidea, que es un procedimiento en el que
se extrae quirirgicamente lo que obstruye el vaso sanguineo de la arteria carétida. En otro aspecto, los tratamientos
para el accidente cerebrovascular isquémico pueden incluir Angioplastia/Stents, que implica el uso de angioplastia con
balon y pantallas de acero implantables llamadas stents para tratar enfermedades cardiovasculares en las que se usan
dispositivos mecanicos para remediar la acumulacion de grasa que obstruye el vaso. Para el accidente
cerebrovascular hemorragico, a menudo se recomienda el tratamiento quirargico para colocar un clip de metal en la
base, llamado cuello, del aneurisma o para eliminar los vasos anormales que comprenden una Malformacion
Arteriovenosa (AVM). Uno de tales ejemplos son los Procedimientos Endovasculares, por ejemplo, "bobinas", que son
menos invasivos e implican el uso de un catéter que se introduce a través de una arteria principal en la pierna o el
brazo, guiado hacia el aneurisma o AVM donde deposita un agente mecanico, tal como como una bobina, para evitar
la ruptura.

En determinados aspectos, los compuestos antisentido o péptidos miméticos pueden administrarse conjuntamente
como una modalidad combinada para el tratamiento quirdrgico del accidente cerebrovascular y la isquemia. Las
intervenciones quirirgicas para el tratamiento del accidente cerebrovascular incluyen, pero no se limitan a, las
modalidades quirirgicas convencionales para el tratamiento del accidente cerebrovascular, que pueden usarse para
prevenir el accidente cerebrovascular, tratar el accidente cerebrovascular agudo, o reparar el dafio vascular o las
malformaciones (por ejemplo, AVM) en y alrededor del cerebro. Estos incluyen, por ejemplo, la endarterectomia
carotidea, que es un procedimiento usado para eliminar la placa aterosclerética de la arteria carétida cuando este vaso
esta bloqueado; y la derivaciéon extracraneal/intracraneal (EC/IC); que es un procedimiento que restaura el flujo
sanguineo hacia un area de tejido cerebral privado de sangre, mediante el redireccionamiento de una arteria sana en
el cuero cabelludo hacia el area del tejido cerebral afectado por una arteria bloqueada.

En otros aspectos, las modalidades quirtrgicas para el accidente cerebrovascular o la isquemia incluyen, por ejemplo,
la técnica del clampeo, que es dutil para el tratamiento de aneurismas cerebrales que causan hemorragia
subaracnoidea. El campleo implica el pinzamiento del aneurisma del vaso sanguineo, lo que reduce la posibilidad de
que explote y sangre. En otro aspecto, la modalidad quirdrgica puede incluir una "técnica de bobina desmontable" para
el tratamiento de aneurismas intracraneales de alto riesgo. La técnica generalmente implica la inserciéon de una
pequefia bobina de platino a través de una arteria en el muslo y enhebrada a través de las arterias hasta el sitio del
aneurisma. Después, la bobina se libera en el aneurisma, donde evoca una respuesta inmunitaria del cuerpo. El cuerpo
produce un coagulo de sangre dentro del aneurisma, lo que fortalece las paredes arteriales y reduce el riesgo de
ruptura. Una vez que el aneurisma se estabiliza, un neurocirujano puede recortar el aneurisma con menos riesgo de
hemorragia y muerte para el paciente. Ademas, se contempla que el tratamiento quirdrgico del accidente
cerebrovascular incluya técnicas desarrolladas recientemente, tal como la Microcirugia Estereotactica para AVM y
Aneurismas. Esta emplea tecnologia informatica sofisticada y principios geométricos para determinar la ubicacion
precisa de la AVM. Durante el procedimiento, se fija un marco a la medida de la cabeza del paciente y se establecen
puntos de referencia tridimensionales mediante CT o MRI. Esta técnica permite a los neurocirujanos ubicar las AVM
dentro de uno o dos milimetros de manera que puedan operar, mediante el uso de métodos mejorados con microscopio
e instrumentos delicados, sin afectar el tejido cerebral normal. Otras modalidades incluyen, por ejemplo, la
Radiocirugia Estereotactica para AVM, que es un procedimiento minimamente invasivo y de riesgo relativamente bajo
que usa las mismas técnicas basicas que la microcirugia estereotactica para determinar la ubicacion precisa de las
AVM. Una vez ubicada, la AVM puede ser obliterada mediante el enfoque de un haz de radiacion que hace que se
coagule y después desaparezca. Debido a la precision de esta técnica, el tejido cerebral normal generalmente no se
ve afectado. Otras modalidades incluyen, por ejemplo, la Hipotermia, que utiliza la hipotermia (enfriamiento del cuerpo)
para prevenir el accidente cerebrovascular durante el tratamiento quirdrgico de aneurismas gigantes y complejos o
AVM dificiles. Bajar la temperatura del cerebro le da al cirujano el tiempo necesario para operar con un riesgo minimo
de accidente cerebrovascular inducido por la cirugia. El equipo especial conocido como maquina de derivacién
cardiopulmonar a veces se usa para desviar completamente el flujo sanguineo del cerebro mientras el cuerpo se
encuentra bajo una hipotermia profunda. Otras modalidades incluyen, por ejemplo, la revascularizacién, que es una
técnica quirdrgica para tratar aneurismas o arterias cerebrales bloqueadas. La técnica esencialmente proporciona una
nueva ruta de sangre al cerebro mediante el injerto de otro vaso en una arteria cerebral o al proporcionar una nueva
fuente de flujo sanguineo al cerebro.
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En determinadas modalidades, la administracion dirigida puede realizarse mediante el uso de compuestos antisentido
o péptidos miméticos solos o en combinacion con otros agentes activos tales como, por ejemplo, compuestos utiles
para aumentar la eficacia, reducir el dafio tisular, promover la cicatrizaciéon, o aumentar la comodidad del paciente. La
solicitud de patente publicada en EE.UU. 20040259768 describe métodos y agentes para la liberacion dirigida.

Puede usarse una diversidad de catéteres y rutas de suministro para lograr el suministro intracoronario, como se
conoce en la técnica. Por ejemplo, una diversidad de catéteres de propésito general, asi como también catéteres
modificados, adecuados para su uso en la presente invencion estan disponibles de proveedores comerciales tales
como Advanced Cardiovascular Systems (ACS), Target Therapeutics y Cordis. Ademas, cuando el suministro al
miocardio se logra mediante inyeccioén directamente en una arteria coronaria (que actualmente es la mas preferida),
pueden usarse numerosos enfoques para introducir un catéter en la arteria coronaria, como se conoce en la técnica.
A modo de ilustracion, un catéter puede introducirse convenientemente en una arteria femoral y enhebrarlo en sentido
retrogrado a través de la arteria iliaca y la aorta abdominal y dentro de una arteria coronaria. Alternativamente, un
catéter puede introducirse primero en una arteria braquial o carétida y enhebrarlo en sentido retrogrado hacia una
arteria coronaria. Pueden encontrarse descripciones detalladas de estas y otros procedimientos en la técnica (ver, por
ejemplo, Topol, E J (ed.), The Textbook of Interventional Cardiology, 2da Ed. (W.B. Saunders Co. 1994); Rutherford,
R B, Vascular Surgery, 3ra Ed. (W.B. Saunders Co. 1989); Wyngaarden J B y otros, (eds.), The Cecil Textbook of
Medicine, 19na Ed. (W. B. Saunders, 1992); y Sabiston, D, The Textbook of Surgery, 14va Ed. (W.B. Saunders Co.
1991)).

Los compuestos descritos en la presente descripcion pueden administrarse por via parenteral. A veces se prefiere que
determinados compuestos se combinen con un vehiculo o diluyente aceptable farmacéuticamente para producir una
composicion farmacéutica. Los vehiculos y diluyentes adecuados incluyen soluciones salinas isoténicas, por ejemplo,
solucion salina tamponada con fosfato. La composicion puede formularse para administracion parenteral,
intramuscular, intracerebral, intravenosa, subcutanea o transdérmica. La absorcion de acidos nucleicos por las células
de mamiferos se potencia mediante numerosas técnicas conocidas de transfeccion, por ejemplo, las que usan agentes
de transfeccion. La formulacion que se administra puede contener tales agentes. Ejemplos de estos agentes incluyen
agentes cationicos (por ejemplo, fosfato de calcio y DEAE-dextrano) y lipofectantes (por ejemplo, lipofectamTM y
transfectam TM).

Las formulaciones para administracion tépica pueden incluir parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas,
geles, gotas, supositorios, aerosoles, liquidos y polvos. Los vehiculos farmacéuticos convencionales, bases acuosas,
en polvo o aceitosas, espesantes y similares pueden ser necesarios o0 convenientes. Ademas, pueden ser utiles
guantes recubiertos, condones y similares. Las composiciones para administracion oral incluyen polvos o granulos,
suspensiones o soluciones en agua o medios no acuosos, capsulas, bolsitas o tabletas. Pueden ser convenientes los
espesantes, agentes aromatizantes, diluyentes, emulsionantes, agentes dispersantes o aglutinantes. Las
composiciones para administracion parenteral pueden incluir soluciones acuosas estériles que, ademas, pueden
contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados. En algunos casos, puede ser mas efectivo tratar a un
paciente con un oligonucleétido junto con otras modalidades terapéuticas tradicionales para aumentar la eficacia de
un régimen de tratamiento. Como se usa en la presente descripcion, el término "régimen de tratamiento" pretende
abarcar modalidades terapéuticas, paliativas y profilacticas.

La dosificacion puede depender de una serie de factores, que incluyen la gravedad y la capacidad de respuesta del
estado de la enfermedad a tratar, y que el curso del tratamiento perdure de varios dias a varios meses, o hasta que
se efectle una cura o se logre una disminucion del estado de la enfermedad. La toxicidad y la eficacia terapéutica de
los compuestos descritos en la presente descripcion pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos
estandar en cultivos celulares o en animales de experimentacion. Por ejemplo, para determinar la LDso (la dosis letal
para el 50 % de la poblacion) y la EDso (la dosis terapéuticamente efectiva en el 50 % de la poblacién). La relacion de
dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la relacion LDso/EDso.
Se prefieren los compuestos que exhiben grandes indices terapéuticos. Si bien pueden usarse compuestos que
exhiben efectos secundarios téxicos, debe tenerse cuidado al disefiar un sistema de administracién que dirija tales
compuestos al sitio de los tejidos afectados para minimizar el dafio potencial a las células no infectadas y, por lo tanto,
reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y de estudios en animales pueden usarse para formular un
intervalo de dosificacion para usar en humanos. La dosificacion de tales compuestos se encuentra, preferentemente,
dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la EDso con poca o ninguna toxicidad. La
dosificacion puede variar dentro de este intervalo en dependencia de la forma de dosificacién empleada y de la via de
administracion utilizada. Para cualquier compuesto usado en el método de la invencion, la dosis con eficacia
terapéutica puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Puede formularse una dosis en
modelos animales para lograr un intervalo de concentracién plasmatica circulante que incluya la ICso (es decir, la
concentracion del compuesto de prueba que logra la mitad de una inhibicion maxima de los sintomas) como se
determind en el cultivo celular. Tal informacién puede usarse para determinar con mayor precision las dosis utiles en
humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta resolucion. Los
horarios de dosificacion pueden calcularse a partir de mediciones de la acumulacién de los farmacos en el cuerpo del
paciente. Las dosis pueden variar en dependencia de la potencia relativa de los compuestos individuales, que incluye
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los péptidos miméticos u oligonucleétidos, y generalmente pueden estimarse en funciéon de las EC50 encontradas
como eficaces in vitro y en modelos animales in vivo.

Las cantidades de dosificacion adecuadas pueden variar, por ejemplo, de aproximadamente 0,1 ug hasta una dosis
total de aproximadamente 1 gramo, en dependencia de la via de administracién. En la literatura se proporciona
orientacion sobre dosificaciones particulares y los métodos de administracion y, generalmente, esta disponible para
los profesionales de la técnica. Los expertos en la técnica emplearan formulaciones diferentes para nucleétidos que
para proteinas o sus inhibidores. De manera similar, el suministro de polinucleétidos, polipéptidos, y compuestos
descritos en la presente descripcion sera especifico para células, afecciones, y localizaciones particulares. En general,
la dosificacion es de 0,01 mg/kg a 100 mg por kg de peso corporal, y puede administrarse una o mas veces al dia,
semanalmente, mensualmente o anualmente, o incluso una vez cada 2 a 20 afnos. En determinados casos descritos,
la dosificaciéon puede administrarse inmediatamente después de la cirugia hasta las 24 horas, en otros casos descritos;
la dosificacién se administra a partir de 2 horas y hasta 24 horas. Las composiciones de accion prolongada pueden
administrarse cada 3 a 4 dias, cada semana, o quincenalmente, en dependencia de la vida media y de la velocidad
de eliminacion de la formulacion particular. Los expertos en la técnica pueden estimar facilmente las tasas de repeticion
para la dosificacién en base a los tiempos de residencia medidos y a las concentraciones del farmaco en fluidos o
tejidos corporales. Después de un tratamiento exitoso, puede ser conveniente que el paciente se someta a una terapia
de mantenimiento para evitar la recurrencia del estado de la enfermedad, en donde el péptido mimético se administra
en dosis de mantenimiento, que varian desde 0,01 mg/kg a 100 mg por kg de peso corporal, una o mas veces al dia,
a una vez cada 20 afos. En el tratamiento o la prevenciéon de afecciones que requieren modulacién de la conexina,
un nivel de dosificacion apropiado generalmente sera de aproximadamente 0,001 a 100 mg por kg de peso corporal
del paciente por dia, que puede administrarse en dosis Unica o multiples. Un nivel de dosificacion adecuado puede ser
de aproximadamente 1 a aproximadamente 40 mg/kg por dia. En determinados casos descritos, los compuestos
descritos en la presente descripcion, que incluyen especificamente compuestos antisentido o péptidos miméticos, se
administran en una cantidad para lograr concentraciones in vivo de aproximadamente 1 micromolar a
aproximadamente 1 milimolar, de aproximadamente 10 micromolar a aproximadamente 500 micromolar, o de
aproximadamente 30 micromolar a aproximadamente 300 micromolar, y de aproximadamente 25 micromolar a
aproximadamente 300 micromolar de la concentracion final sobre el sitio dafiado, e incluye, aproximadamente 25
micromolar, o aproximadamente 160 micromolar, o aproximadamente 300 micromolar de la concentracion final sobre
el sitio dafiado, y aun mas tipicamente entre aproximadamente 1 micromolar a aproximadamente 10 micromolar.

En otro aspecto, pueden administrarse inhibidores peptidicos y péptidos miméticos para lograr de aproximadamente
0,1 microgramos por mL a aproximadamente 1 mg por mL, de aproximadamente 10 microgramos por mL a
aproximadamente 500 microgramos por mL, o de aproximadamente 100 microgramos por mL a aproximadamente 500
microgramos por mL, aproximadamente 250 microgramos por mL, o aproximadamente 300 microgramos por mL de
la concentracion final sobre el sitio dafiado.

El compuesto anticonexina (por ejemplo, moléculas miméticas peptidicas) se introduce en varias concentraciones
diferentes, preferentemente, entre 1x10-1© M a 1 x 10 M. Una vez que se identifica la concentracién minima que
puede modular adecuadamente una conexina (que incluye el control de la expresion génica), la dosis optimizada se
traduce en una dosificacion adecuada para usar in vivo. Por lo tanto, puede administrarse un compuesto anticonexina
para lograr la concentracién conveniente in vivo en una célula, tejido u érgano particular de un sujeto (por ejemplo, un
mamifero). Por ejemplo, en determinadas modalidades se administra un péptido mimético u otro compuesto
anticonexina basado en péptido (por ejemplo, sistémica, oral o parenteralmente, por ejemplo, 1V, etcétera) para lograr
una concentracion final de péptido in vivo de aproximadamente 0,1 micromolar 1 x 107 M), aproximadamente 1
micromolar (1 x 10 M), aproximadamente 2 micromolar (2 x 106 M), aproximadamente 3 micromolar (3 x 10 M),
aproximadamente 5 micromolar (5 x 106 M), aproximadamente 10 micromolar (1 x 105 M), aproximadamente 50
micromolar (5 x 105 M), aproximadamente 250 micromolar (2.5 x 10 M), aproximadamente 500 micromolar (5 x 10
M), y 1 milimolar (1 x 10-3 M), y 5 milimolar (1 x 10-3 M) o mayor. Con algunos péptidos miméticos, es conveniente una
concentracion in vivo de aproximadamente 1 a 10 micromolar (1 x 10 M a 1 x 10 M), que incluye aproximadamente
5 micromolar (5 x 10 M). En otro aspecto, un compuesto anticonexina basado en péptido se administra directamente
a un tejido (por ejemplo, ventriculos del cerebro de un mamifero) en una cantidad de aproximadamente 0,1
micromol/kg, 1 micromol/kg, 10 micromol/kg, 50 micromol/kg, 250 micromol/kg, 500 micromol/kg, 1000 micromol/kg,
5000 micromol/kg. Por ejemplo, una concentracién inhibidora en cultivo de 1 x 107 M se traduce en una dosis de
aproximadamente 0,6 mg/kg de peso corporal para determinados compuestos. Los niveles de un compuesto
anticonexina (por ejemplo, compuesto antisentido o moléculas de péptidos miméticos) que se aproximan a 100 mg/kg
de peso corporal 0 mas pueden ser posibles después de evaluar la toxicidad del compuesto en animales de laboratorio.
Ademas, se contempla que las células del vertebrado se eliminen, se traten con el péptido mimético, y se reintroduzcan
en el vertebrado.

Los compuestos descritos en la presente descripcion pueden usarse en diagndsticos, terapéuticos, profilaxis, y como
reactivos de investigacion y en kits. Dado que los oligonucleétidos utiles en esta invencion se hibridan con &cidos
nucleicos codificantes de conexina 43, pueden construirse facilmente ensayos tipo sandwich, colorimétricos y otros
para explotar este hecho. La provision de medios para detectar la hibridacion de oligonucledtidos con los genes o
ARNmM de conexina puede lograrse de manera rutinaria. Tal provision puede incluir conjugaciéon enzimatica, marcaje
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radioactivo o cualquier otro sistema de deteccion adecuado. Ademas, pueden prepararse kits para detectar la
presencia o ausencia de conexina.

Los compuestos descritos en la presente descripcidon pueden usarse, ademas, con fines de investigacion. Por lo tanto,
la hibridacién especifica que exhiben los oligonucledtidos puede usarse para ensayos, purificaciones, preparaciones
de productos celulares y en otras metodologias que pueden apreciarse por los expertos en la técnica.

Los siguientes Ejemplos se incluyen con fines ilustrativos y no limitativos.
Ejemplo 1: sistema nervioso central

El dafio al sistema nervioso central puede ser devastador con un enorme costo a largo plazo para la sociedad en la
atencion al paciente. Los cambios patoldgicos que ocurren en el tejido neuronal gravemente lesionado comparten
caracteristicas comunes. Dentro de las 24 a 48 horas posteriores a la lesion, el dafio se extiende significativamente
aumentando el tamafio del area afectada. Esta propagacion se extiende por el efecto circunstante mediado por las
uniones de intersticio mediante el cual los canales de unién de intersticio propagan neurotoxinas y ondas de calcio
desde el sitio del daio al tejido saludable. Lin, J.H. y otros, Nature Neurosci. 1: 431-432 (1998). Sin embargo, esto se
acomparfia, ademas, de la hinchazén inflamatoria que resulta en el cierre del espacio extracelular y en la muerte celular
durante las siguientes 24 a 48 horas. En el dafio cerebral fetal, la inflamacion, por ejemplo, puede monitorearse como
un cambio en la impedancia eléctrica cortical que mide el edema citotdéxico Reddy, K., y otros, Pediatric Research 43:
674 - 682 (1998). Este nuevo dafio, que no es un resultado inmediato del insulto inicial sino eventos posteriores, que
ocurren entre 6 y 48 horas después de la lesion, pero puede ser tan temprano como dos horas, proporciona una
ventana de oportunidad para el tratamiento que previene la propagacion del dafo.

La Figura 1 muestra que el edema y la inflamacién se producen incluso cuando la médula se extirpa del animal (Figura
1A). En ambos casos, el edema puede bloquearse mediante el uso de oligodesoxinucleétidos antisentido (ODN) que
impiden la traduccion de la proteina de unién de intersticio Conexina 43 (Figura 1B). En los segmentos de médula
extirpada, el volumen de inflamacién evaluado es significativamente diferente entre los tratados y los controles
(evaluados midiendo el &rea de inflamacion vista desde arriba, p=0,001).

Esta inflamacion observada después del dafio del CNC y bloqueada mediante el uso de los ODN antisentido
especificos de conexina indica que se estan expresando hemicanales de unién de intersticio y que se abren en
condiciones patoldgicas, lo que conduce a una via directa entre el citoplasma celular y el espacio extracelular. Las
neuronas mueren posteriormente. El examen de las células 24 horas después de la lesién muestra vacuolizacién y
ampollas internas de la membrana (Figura 2) causadas por la absorcién de liquido extracelular. Como se describe en
las leyendas de la Figura 3A para las fotografias en color, el marcaje inmunohistoquimico de conexina 43 mediante el
uso de anticuerpos que se unen al lazo extracelular (banda ancha en la parte superior izquierda del diagrama de
topografia de conexina y marcado con Gap7M) y los anticuerpos contra la cola del carboxilo citoplasmatico de la
proteina (banda ancha en la parte inferior derecha del diagrama de topografia de conexina y marcado con GAPIA). El
anticuerpo citoplasmatico marca todas las proteinas conexinas 43 y se usa con un anticuerpo secundario marcado
con fluorescencia roja. El anticuerpo Gap7M solo puede marcar lazos extracelulares expuestos de hemicanales y se
usa con un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia verde. Gap7M esta impedido estéricamente de unirse a
los conexones acoplados que forman canales intactos entre las células y los Unicos conexones que se marcan con
ambos anticuerpos (y, por lo tanto, apareceran amarillo cuando los anticuerpos secundarios rojo y verde se localizan
juntos) existen como hemicanales. Figura 3B: Como se describi6 en las leyendas de la Figura para las fotografias en
color, esta imagen muestra un marcaje doble con los dos anticuerpos descritos en la Figura 3A aplicados a las
secciones de la médula espinal 24 horas después de una herida por aplastamiento. La imagen tiene pequefos puntos
brillantes que son conexinas marcadas y puntos grandes y sombreados mas claros que sefialan los nucleos celulares
marcados con DAPI. Una porcion significativa de las conexinas marcadas aparece amarilla en las imagenes
combinadas, lo que indican que los dos anticuerpos (Gap7M y GAPIA) se localizan juntos. Esto significa que los lazos
extracelulares de conexina estan expuestos y la mayoria de los conexones presentes no se han acoplado con los
conexones de la célula vecina y permanece como hemicanales. Figure 3C: Como se describe en las leyendas de la
Figura para las fotografias en color, esta imagen muestra un marcaje doble con los dos anticuerpos anti conexina
descritos en la Figura 3A aplicados a la médula espinal 24 horas después de una herida por aplastamiento. En este
caso, la aplicacion de los ODN antisentido especificos de Conexina 43 se aplicaron para evitar la traduccion de la
proteina. Los hemicanales apareceran como puntos brillantes (que aparecen de color amarillo en las imagenes en
color donde el Gap7M marcado con fluorescencia verde y el GAPIA marcado con fluorescencia roja se localizan
juntos). Los puntos mas grandes y claros son los nucleos celulares marcados con DAPI. Se marcé poca proteina de
union de intersticio, y se ven pocos hemicanales en estas médulas tratadas.

Ademas, se demostré que los anticuerpos de unién de intersticio que se unen y marcan los lazos extracelulares de la
proteina conexina (anticuerpos Gap7M - Figura 3A) marcaron niveles extensos de proteina 24 horas después de la
lesion de la médula espinal de rata (Figura 3B). Estos anticuerpos solo se unen a las porciones de hemicanales que
interactian para formar un multimero al acoplarse en la membrana. Estos datos indican que gran parte de la regulacion
positiva de conexina 43 observada en las primeras etapas después del dafio del CNC permanece en forma de
hemicanal.
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La expresion de la proteina conexina y la formacion de hemicanal se bloquea mediante el uso de los ODN antisentido
especificos de conexina 43 aplicados en un gel Pluronic F-127 (Poloxamero) en el momento de la herida (Figura 3C).

Este tratamiento indica que el tratamiento con ODN en un modelo de explante tiene un efecto maximo sobre los niveles
de proteina (caida maxima) a las 6 - 8 horas después de la aplicacion, con una caida aparente dentro de las 2 horas
y los niveles de proteina se recuperan después de aproximadamente 24 horas (ver Qiu y otros, 2003; Becker y otros,
1999). De manera similar, en el cerebro, los cortes de tejido colocados en el cultivo se inflaman, pero la inflamacién
puede bloquearse con los ODN antisentido especificos de conexina 43 que evitan la formacién de hemicanal (C Verde
- datos no mostrados).

Después de la lesion, la regulacién positiva de los niveles de conexina conduce a la formacién de hemicanal lo que
causa edema y muerte celular. Sin embargo, esto no se restringe a la poblacion neural. En los segmentos de la médula
espinal extirpados, el marcaje de Isolectina B4 (que se une a los carbohidratos en la superficie de las células
microgliales y en las células endoteliales de los vasos sanguineos) perfila los capilares sanguineos, incluso después
de 5 dias en cultivo, en el tejido tratado con el antisentido (Figura 5). En los segmentos de control quedan pocos
capilares después de dos dias (y después de 5 dias, el marcaje predominante de Isolectina B4 es de células gliales
de fenotipo de macréfago activado (espuma)). En los cortes de cerebro tratado con antisentido de conexina 43, los
capilares permanecen intactos incluso después de dos semanas en cultivo; mientras que ninguno permanece en los
cortes del control (datos no mostrados).

Después de una lesion in vivo, en la médula espinal de rata, las ratas se trataron con ODN antisentido especificos de
conexina y 24 horas después se inyecto albumina de suero bovino fluoresceinada (BSA marcada con FITC) en la vena
de la cola de la rata. Los animales del control muestran una fuga extensa del colorante desde el sistema vascular
hacia los tejidos circundantes, incluso en el control simulado rostral al sitio de la herida (Figura 5A). En un contraste
agudo, los animales tratados con antisentido muestran pocos signos de fuga con el colorante restringido al lecho
capilar (Figura 5B). Ademas, las células endoteliales de los capilares, que expresan conexina 43, estan formando
hemicanales y se tornan dehiscentes. Es importante destacar que el tratamiento con el ODN antisentido especifico de
conexina 43, proporcionado en la presente descripcién, previene la ruptura de la barrera hematoencefalica, la ruptura
del sistema vascular (necesaria para la reperfusiéon y la recuperacion) y la propagaciéon del dafio. Los resultados
muestran que esta ruptura en el sistema capilar/de los vasos sanguineos no se restringe al sistema nervioso central,
y que una gama mas amplia de aplicaciones, tales como para el tratamiento de las afecciones vasculares, se
beneficiarian de la modulacion de las conexinas. Como se describio en las leyendas de la Figura 5A para las fotografias
en color, esta imagen muestra el triple marcaje de la pared del ventriculo del corazén de oveja 24 horas después de
un infarto isquémico. Los cuatro paneles que comprende esta imagen son de tejido distante a la regién infartada. El
tejido esta marcado con Isolectina B4 (panel superior izquierdo) que se une a las células endoteliales de los vasos
sanguineos, y con anticuerpos contra Gap7M (panel superior derecho) y anticuerpos contra conexina 43 (panel inferior
izquierdo). Los anticuerpos Gap7M reconocen las regiones conservadas del lazo extracelular de las proteinas
conexina, por lo que no son especificos de la isoforma de conexina, pero si marcan los hemicanales (a estos se les
impide estéricamente acceder a su epitopo en los canales intactos). La imagen superior izquierda muestra que la
estructura capilar normal esta presente en esta region. No hay hemicanales presentes (superior derecha) pero la
conexina 43 esta presente en discos intercalados del miocardio funcional (abajo a la izquierda). El panel inferior
derecho muestra una superposicion de las otras tres imagenes. Un pequefio marcaje de conexina 43 se superpone a
las paredes de los vasos capilares ya que se asocia, predominantemente, con las células musculares. Como se
describid en las leyendas de la Figura 5B para las fotografias en color, esta imagen muestra el triple marcaje de la
pared del ventriculo del corazén de oveja 24 horas después de un infarto isquémico. La region observada esta lejos
del infarto, pero mas cerca de este que lo que se mostré en la Figura 5B, que muestra que el tejido se marca con la
Isolectina B4 (panel superior izquierdo) la cual se une a las células endoteliales de los vasos sanguineos. La mayoria
de los vasos aun estan intactos, pero las paredes de los vasos estan interrumpidas en areas (areas de marcaje
disperso mas amplio). Los anticuerpos contra Gap7M (panel superior derecho) marcan los hemicanales. Son evidentes
parches alargados de marcaje denso de hemicanal. El panel inferior izquierdo muestra el marcaje de anticuerpos
contra conexina 43. La comparacion cuidadosa entre estos primeros tres paneles, o el analisis de los patrones
presentes en el panel inferior derecho que muestra las otras tres fusiones, muestra que la conexina 43 Unicamente se
asocia con las células musculares. Sin embargo, el anticuerpo contra hemicanal tiene regiones marcadas de la pared
de los vasos sanguineos que parecen estar interrumpidas, lo que indica la presencia de hemicanales de conexén en
esas areas. Como se describié en las leyendas de la Figura 5C para las fotografias en color, esta imagen muestra el
triple marcaje de la pared del ventriculo del corazén de oveja 24 horas después de un infarto isquémico. La region que
se muestra esta dentro de la propia area infartada. El tejido esta marcado con Isolectina B4 (panel superior izquierdo)
que se une a las células endoteliales de los vasos sanguineos. La mayoria de los vasos aparecen interrumpidos (areas
de marcaje disperso en lineas discontinuas mas amplio). Los anticuerpos contra Gap7M (panel superior derecho)
marcan los hemicanales. Multiples parches de marcaje denso del hemicanal son evidentes en todo el panel. El panel
inferior izquierdo muestra el marcaje de anticuerpos contra conexina 43. La comparacion cuidadosa entre estos tres
primeros paneles, o el andlisis de los patrones presentes en el panel inferior derecho que muestra los otros tres paneles
fusionados, muestra que la conexina 43 se asociada con las células musculares, pero el marcaje esta en parches
cortos, muy diferente al marcaje habitual de conexina 43 en los discos intercalados del musculo cardiaco. Esto indica
que los miocitos, ademas, se han dafiado gravemente en esta region central del infarto. El anticuerpo anti hemicanal
marco conjuntamente regiones extensas de la pared de los vasos sanguineos que parecen interrumpidas, lo que indica
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la presencia de hemicanales de conexodn en la pared de los vasos sanguineos. Pocos capilares permanecen intactos
aparentemente después de esta expresion de hemicanal. Aqui, como en la Figura 6B, el marcaje del anticuerpo Gap7M
no se localiza junto con el marcaje de conexina 43 (como lo hace en la médula espinal - Figura 2B), lo que indica que
deben ser de una isoforma diferente de proteina de unidn de intersticio, muy probablemente conexina 45 (ver Carnelliti,
P., y otros, Cardiovasc. Res. 62: 414 - 425 (2004).

Ejemplo 2: sistema cardiovascular

Este ejemplo examina la regulacion y el papel de los hemicanales de unién de intersticio para mantener la integridad
vascular en el lecho capilar adyacente al dafio del tejido isquémico. Se administré una espuma de gel estéril a través
de la arteria descendente anterior izquierda o circunfleja para inducir infartos transmurales del miocardio. El gel se
suministré esencialmente de acuerdo con los métodos de Devlin, G., y otros, J. An ovine model of chronic stable heart
failure. J. Card. Fail. 6: 140 - 143 (2000). El marcaje con Isolectina-B4 de las células endoteliales de los capilares
muestra que el lecho capilar adyacente al tejido isquémico se estd rompiendo. Recientemente hemos analizado el
infarto progresivo en el modelo de infarto de oveja (Camelliti y otros, Spatially and temporally disctinct expression of
fibroblast connexins after sheep infarction, Cardiovascular Research, 62:415-425 (2004)), y propusimos que esto es
causado por un efecto circunstante mediado por union de intersticio. Los datos presentados en la presente descripcion
indican un papel clave del efecto circunstante mediado por la unién de intersticio asociado con la dehiscencia de las
células endoteliales y que sigue a la expresion de los hemicanales de union de intersticio. En el marcaje triple del
corazén de oveja isquémico de 24 horas mediante el uso de anticuerpos anti Isolectina-B4, anti conexina 43 y anti
hemicanal los datos muestran que en este caso los hemicanales no son conexina 43, sino que parecen ser conexina
45 (Figuras 6A, 6B, 6C). Tenga en cuenta que el anticuerpo Gap7M reconoce regiones conservadas del primer lazo
extracelular de la proteina conexina y no es especifico de conexina; este reacciona de forma cruzada con numerosos
miembros de la familia conexina. La conexina 45 es la primera conexina que se regula positivamente después de una
lesion cardiaca isquémica (Camelliti y otros, 2004). Esta serie de paneles (Figuras 6A, 6B, 6C) muestran que si bien
el dafio a las paredes de los vasos no aparece distante de la regién infartada (Figura 6A), se vuelve progresivamente
peor mas cerca de la region del infarto (Figura 6B) y junto con la expresion del hemicanal. Dentro de la propia region
del infarto (Figura 6C), la expresion de la proteina del hemicanal es alta, las paredes capilares estan muy alteradas y
los discos intercalados de miocitos (donde se encuentran las uniones de intersticio de conexina 43) se estan
dispersando. Como se describid en las leyendas de la Figura 6 para las fotografias en color, esta imagen muestra la
Isolectina B4 (panel superior) que marca las células endoteliales capilares y el marcaje de anticuerpos contra la
miomesina (panel central) que marca las lineas M en los sarcomeros de los miocitos en un infarto ventricular de
corazon de oveja, 24 horas después de la isquemia. Esta region es la misma que la que se muestra en la Figura 6C.
Los capilares sanguineos estan completamente interrumpidos y el patrén de bandas sarcoméricas de miocitos
normales se ha destruido, lo que indica que la muerte de las células musculares esta ocurriendo en paralelo con la
desintegracion de la pared del vaso. La imagen inferior es una fusion de las dos superiores que muestra la relacion
entre los capilares interrumpidos y el marcaje anormal de la banda muscular.

La Figura 7 muestra el marcaje de Isolectina B4 de vasos sanguineos interrumpidos dentro de la zona de infarto que
se correlaciona con la interrupcion del sarcomero ilustrada mediante el uso de los anticuerpos para miomesina que
marcan las bandas M de los sarcémeros. Al igual que en los tejidos neurales, el dafio posterior a las paredes de los
vasos sanguineos parece seguir a la expresion del hemicanal, y la muerte celular en general se vuelve significativa y
como un resultado de la apertura del hemicanal.

Se informé que en los corazones hipdxicos durante 30 minutos y reperfundidos con heptanol (un bloqueador no
especifico del canal de union de intersticio) en el medio evit6 la paradoja del oxigeno que conduce a la hipercontracciéon
y a la muerte de los miocitos. Garcia-Dorada y otros, Circulation 96:3579-3586 (1997). Estos autores informaron que
la hipercontractura puede transmitirse a los miocitos adyacentes a través de las uniones de intersticio. Nuestros datos
son consistentes con la idea de que en 30 minutos la expresion del hemicanal puede jugar un papel importante en la
hipercontractura.

El aumento de la expresién de la proteina de unién de intersticio y la apertura del hemicanal en condiciones patolégicas
es lo que conduce a la dehiscencia de las células endoteliales y a la ruptura del sistema vascular cardiaco en las
regiones que rodean el tejido dafiado por isquemia. Este hallazgo, descrito por primera vez en la presente descripcion,
se cree que tiene una enorme importancia para el tratamiento de la lesién por reperfusion y es un mecanismo probable
para el infarto progresivo. Robbins, S. and Cotran, R. 1979. Pathologic basis of disease. 2da Edicion. WB Saunders
Company, Philadelphia.

Ejemplo 3: disefio de peptidos miméticos
Disefio de péptidos miméticos

En este ejemplo, se disefiaron nueve peptidomiméticos superpuestos para tener la misma secuencia de aminoacidos
que las regiones del lazo extracelular de conexina 43, que se cree estan involucradas en el proceso de acoplamiento
del conexon (Foote y otros, J Cell Biol 140(5): 1187-97, (1998)). Todos estos péptidos particulares se disefiaron para
tener una longitud de 11 - 13 residuos. Algunos péptidos incluyeron aminoacidos que coinciden con las porciones

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2766 549 T3

externas de las subunidades transmembrana alfa helicoidales, que pueden mostrar una inhibicién funcional mejorada.
No todos estos péptidos son necesariamente especificos de conexina 43 debido a la conservacién de secuencias de
conexina en las regiones del lazo extracelular.

Los péptidos dirigidos al conexon 43 (hemicanal) se muestran a mas abajo. M1. 2, 3 y 4 se refieren a la 1°7@ a 4@
regiones transmembranales de la proteina conexoén 43 respectivamente. E1y E2 se refieren al primer y segundo lazo
extracelular respectivamente:

FEVAFLLIQWI (SEQ ID NO:32) M3 & E2
LLIQWYIGFSL(SEQ ID NO:33) E2
SLSAVYTCKRDPCPHQ(SEQ ID NO:34) E2
VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO:35) E2
SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) E2 & M4
LGTAVESAWGDEQ (SEQ ID NO:37) M1& E1
QSAFRCNTQQPG (SEQ ID NO:38) E1
QQPGCENVCYDK(SEQ ID NO:39) E1
VCYDKSFPISHVR (SEQ ID NO:40) E1

Ejemplo 5: pruebas funcionales de péptidos miméticos

Se realizaron dos pruebas funcionales mediante el uso de los péptidos. Estas pruebas funcionales fueron (i) bloqueo
de la absorcion del colorante (Lucifer Yellow) por las células en los cortes de la médula espinal, y (ii) prevencién del
edema en los segmentos de la médula espinal (mediante el uso del antisentido especifico de conexina 43 como un
control positivo). Todos los péptidos usados se sintetizaron por Sigma-Genosys (Australia).

Bloqueo de la absorcion del colorante (Lucifer Yellow) por las células en los cortes de la médula espinal.

Lucifer Yellow es un colorante pequefio soluble en agua, que se fija, capaz de pasar de una célula a otra a través de
canales de union de intersticio, pero no a través de la membrana celular. La adicidon de Lucifer Yellow al medio
extracelular hace posible verificar la presencia de hemicanales de unién de intersticio abiertos. El colorante aparecera
en el citoplasma de las células que expresan los canales abiertos.

Las ratas Wistar p7 se anestesiaron con diéxido de carbono e inmediatamente se decapitaron. La médula espinal se
extirpd y se transfirid a una solucion salina de Hank (HBSS) fria, equilibrada a pH 7,4. Cada rama de nervios y
ligamentos se extrajo y la médula se transfirié a un cortador manual de tejidos y se cortaron una serie de cortes de
500 micras de espesor. El dafio causado por el corte induce la regulacién positiva de conexina 43 a través de todo el
corte (exacerbada por el efecto circunstante mediado por la unién de intersticio), y conduce a la expresion de los
hemicanales de conexina. Los cortes se colocaron en insertos Millipore de 3 cm de diametro en placas de 24 pocillos
y se cultivaron en presencia de péptidos miméticos en el medio. La concentracion final para los 9 péptidos evaluados
fue de 500 micromolar. Los controles fueron; sin péptido afiadido, o con 1 % de etanol 0 1 % de DMSO que se
adicionaron ya que algunos péptidos se disolvieron nuevamente en estos compuestos (los péptidos se recibieron
liofilizados). Algunos cortes, ademas, se trataron en este momento con oligodesoxinucleétidos antisentido especificos
de conexina 43 en gel Pluronic F-127 al 30 % o solo con gel, como experimentos de control. Los cortes tratados con
oligodesoxinucledtidos antisentido indicaron que el antisentido impedia la expresién de conexina y, posteriormente, la
absorcion de colorantes, y por lo tanto, estos actuaban como un control positivo.

Los cortes se incubaron durante cuatro horas a 37 grados C, y después se adiciond Lucifer Yellow 2,5 mg por mL a
cada pocillo durante 30 minutos (en la oscuridad). Después, los tejidos se lavaron dos veces en PBS, con otros tres
lavados de 10 minutos, y los cortes se fijaron con paraformaldehido al 4 %. Después se visualizaron mediante el uso
de un microscopio confocal de escaneo laser Leica TCS4D para evaluar la absorcion de colorante en las células, o
no.

Los resultados mostraron que los cortes cultivados solo con medio, y los cortes tratados con DMSO, etanol y gel
solamente tuvieron una absorcién de colorante significativa. Los cortes tratados con conexina 43 no tuvieron absorcion
del colorante. Los cortes tratados con péptidos mostraron una absorcién del colorante considerable, con la excepcion
de los tratados con los siguientes péptidos (que tienen secuencias superpuestas):

VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO:35), y
SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36)
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El nivel de absorcion del colorante para los cortes tratados con los péptidos que tienen las SEQ ID NOS:32-34
((FEVAFLLIQWI (SEQ ID NO:32), LLIQWYIGFSL (SEQ ID NO:33), SLSAVYTCKRDPCPHQ (SEQ ID NO:34)) y SEQ
ID NOS:37-40 (LGTAVESAWGDEQ (SEQ ID NO:37), QSAFRCNTQQPG (SEQ ID NO:38). QQPGCENVCYDK (SEQ
ID NO:39), y VCYDKSFPISHVR (SEQ ID NO:40)) fue comparable con los cortes de control.

En resumen, estos datos muestran que los cortes de la médula espinal expresan hemicanales que se abren dentro de
las 4 horas de la lesién. Es importante destacar que los datos muestran, ademas, que los péptidos correspondientes
alas SEQ ID NOs: 35 y 36 son capaces de prevenir y/o bloquear y/o cerrar la apertura de los hemicanales y prevenir
la inflamacion.

Prevencion del edema en la médula espinal.

El sistema descrito en el Ejemplo 1 se us6 para examinar los efectos de los péptidos VDCFLSRPTEKT (SEQ ID
NO:35) y SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) en segmentos de médula espinal cultivados para evaluar su capacidad para
bloquear la inflamacion.

El péptido QQPGCENVCYDK (SEQ ID NO:39) se us6 como control negativo porque permitia la absorcion del colorante
en los cultivos de los cortes descrito anteriormente, y por lo tanto se creia que no podia bloquear el edema en los
segmentos. Nuevamente se us6 DMSO como control adicional.

Se colocaron segmentos de la médula espinal de 5 mm de largo en pocillos separados de una placa de 24 pocillos en
HBSS. Los segmentos se mantuvieron en el fondo del pocillo mediante el uso de una pequefa gota de Superglue. Se
elimind el HBSS y se afiadio péptido 500 micromolar (concentracion final) a los medios (sin péptido para medio solo o
controles de DMSO). Las placas se incubaron durante 24 horas, se retiraron los medios y el tejido se fijé con el fijador
de Bouin durante 24 horas. El analisis implicé fotografiar segmentos de médula desde arriba, el programa Imagen J
se uso para calcular el area total del segmento de médula en comparacion con el area de inflamacion en los extremos
cortados de los segmentos. La inflamacién (edema) se calculé como (area cultivada - area original dividida por el area
original) para dar el % de inflamacién. El analisis de varianza de factor Unico se us6 para determinar la significacién
estadistica, con un nivel de corte para la significacion en p=0,05.

Los resultados fueron que los segmentos de médula tratados con DMSO se inflamaron mas (33 %) que todos los
segmentos de médula de control inflamados 21 - 23 %. Los segmentos tratados con el péptido QQPGCENVCYDK
(SEQ ID NO:39) mostraron, ademas, un 23 % de inflamacion, pero los péptidos VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO:35) y
SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) mostraron una reduccion del 15y 17 % respectivamente (Figura 8). La diferencia entre
los segmentos de médulas tratadas con los péptidos VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO: 35) y SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:
36) y los controles fue significativa (p =0,43). El examen histoldgico posterior de los tejidos reveld que los segmentos
tratados con el péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) conservaron una mejor morfologia y, por lo tanto, los
experimentos de dosis respuesta se realizaron con este péptido.

La determinacion de la concentracion mas efectiva del péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 36) para bloquear el edema
en los segmentos de la médula espinal se realizé6 mediante el uso del mismo protocolo. En este caso, se determind
una respuesta a la dosis con la concentracién final de péptidos usados a 5, 10, 50, 250 y 500 micromolar. Los
resultados se muestran en la Figura 8. Curiosamente, la concentracion mas baja del péptido (5 micromolar) propicié
el mejor resultado (menos edema) en comparacion con el medio solo (p= 0,001). El intervalo medio de 50 micromolar
fue algo menos efectivo en experimentos repetidos.

El analisis inmunohistoquimico mostr6 astrocitosis reducida (expresion de GFAP) en los segmentos tratados con el
péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) después de 24 horas en cultivo. Nuevamente, 5 micromolar fue la dosis mas
eficaz para prevenir la respuesta inflamatoria, aunque la diferencia entre las concentraciones usadas fue menos
marcada que en los experimentos de edema. Todos los tratamientos mostraron una expresion de la proteina acidica
fibrilar de la glia (GFAP) significativamente reducida (area de marcaje por area de seccion analizada mediante el uso
de Imagen J) (Tabla 7).

Nuestros experimentos indicaron que una dosis de 5 umol/kg de peso cerebral para el experimento de oveja perinatal
(promedio de 25 g a esta edad fetal) del peptidomimético seleccionado (SEQ ID NO: 36) administrado en 1 mL de CSF
artificial i.c.v. (vs. vehiculo de LCR solo) durante una hora, seguido de 1 mL adicional por dia, perfundido en el cerebro
durante 72 horas, tuvo un efecto significativo. Ademas, son posibles dosis de aproximadamente 5 umol/kg de cerebro,
50 pymol/kg y 250 pmol/kg de peso cerebral. En el caso de la administracion intravenosa (administracion sistémica), el
efecto de los aumentos del orden logaritmico en las concentraciones plasmaticas puede usarse para determinar una
dosis adecuada, comenzando con las dosis de carga para alcanzar 0,5 pmol/L (el volumen sanguineo fetal promedio
es de aproximadamente 350 mL en nuestras ovejas perinatales a esta edad), después 5, 10, 50, 250, 500 y 5000 pM.

El ImageJ es un programa informatico de andlisis de imagenes de dominio publico y cédigo abierto de Java
desarrollado originalmente por NIH (y denominado NIH Image).
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Tabla 7
Tratamiento Area de marcaje de GFAP (unidades cuadradas)
Control 2450
5 micromolar péptido 5 300
50 micromolar péptido 5 950
250 micromolar péptido 5 1000
500 micromolar péptido 5 750

Tabla 7: Areas de marcaje de GFAP en imagenes tomadas en la médula espinal 24 horas después del corte. Las
médulas de control tienen altos niveles de GFAP que indican una respuesta inflamatoria y un mayor efecto circunstante
con respecto a los segmentos tratados. La menor concentracion de péptidos es la mas efectiva para limitar la
astrocitosis.

Los recuentos de células microgliales activadas no revelaron diferencias a las 24 horas como se esperaba. Este
proceso inflamatorio secundario (diferenciacion y proliferacion de las células microgliales en reposo al fenotipo de
macréfagos) generalmente demora de tres a siete dias.

Ejemplo 6: aplicacion de péptidos miméticos especificos de conexina para bloquear la isquemia y la actividad cerebral
epileptiforme en un modelo de oveja perinatal in vivo

El dafio cerebral resultante de la isquemia cerebral permanece como un problema importante en todas las etapas de
la vida. En el recién nacido a término, el dafio moderado a severo al nacer ocurre en 2 a 3 por 1000 nacidos vivos.
Una de las caracteristicas mas llamativas es que la lesidn se extiende con el tiempo desde las areas mas severamente
dafnadas hacia el exterior, a regiones previamente no dafadas. Inmediatamente después de la isquemia cerebral, hay
una recuperacion transitoria del metabolismo cerebral que dura algunas horas. Después de esto, sin embargo, hay un
fallo mitocondrial progresivo, junto con una inflamacién celular secundaria, que alcanza un maximo de 36 a 48 h
después de la lesion inicial.

El acoplamiento activo de las uniones de intersticio, entre las glias y las neuronas, media un efecto circunstante en el
que las sefales de muerte celular se transfieren de las células moribundas a las células menos gravemente lesionadas
o saludables. Estudios anteriores mostraron que, in vivo, la aplicacion tdpica de oligodesoxinucleétidos antisentido
especificos de la proteina de unién de intersticio conexina 43 puede restringir la propagacion de la lesion y la
inflamacion secundaria después de un trauma. Ver el documento W0O2000/44409 de Becker, D. y Green. C., titulado
"Formulaciones que Comprenden Nucleétidos Antisentido para Conexinas."

El péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) se us6 en un modelo in vivo de isquemia perinatal de oveja. Los datos indican
que los péptidos miméticos especificos de conexina proporcionan un tratamiento con potencial para reducir
significativamente el dafio secundario en el cerebro perinatal isquémico o después de un accidente cerebrovascular.
El analisis preliminar mostré que 24 h después de la isquemia cerebral, en las ovejas fetales casi a término, hay una
mayor expresion de hemicanales de unién de intersticio (es decir, conexones desacoplados) (Figura 9).

Una oveja fetal cruzada Romney-Suffolk se instrumenté entre 117 y 124 dias de gestacion (0,85 término) bajo
anestesia general como se describe en otro sitio, en detalle (Gerrits y otros, Pediatr Res 57(3):342-6, (2005); Guan y
otros, Neuroscience 95(3):831-839, (1999); Guan y otros, J Cereb Blood Flow Metab 21(5):493-502, (2001); Gunn y
otros, J Clin Invest 99(2):248-256, (1997), Gunn y otros, Pediatrics 102(5):1098-1106, (1998), Gunn y otros, Pediatr
Res 46(3):274-280, (1999); Roelfsema y otros, J Cereb Blood Flow Metab 24(8):877-886, (2004)). La instrumentacion
incluyé catéteres de venas y arterias braquiales, electrodos de EKG, un oclusor inflable alrededor de una arteria
carétida fetal (Gunn y otros, 1997; Roelfsema y otros, 2004), electrodos EEG parietales de 5y 15 mm anteriores y 10
mm posteriores a bregma, un par de electrodos localizados lateralmente a estos para medir la impedancia cortical
(una medida de edema citotoxico (Gunn y otros, 1997) y una cénula i.c.v. izquierda de 17 mm de largo 4 mm anterior
y 6 mm lateral a bregma. La instrumentacion se exteriorizé al flanco materno, se cerraron las paredes uterina y
abdominal, y los catéteres vasculares fetales se heparinizaron (20 Ul/mL). La herida materna se infiltré con un
anestésico local de accion prolongada, bupivacaina (100 mg/20 mL).

Después de 5 dias de recuperacion, se indujo la hipoperfusion cerebral fetal durante un periodo de 30 minutos de
oclusion bilateral de la arteria carétida (Gunn y otros, 1997; Roelfsema y otros, 2004; Tan y otros, Ann Neurol 32
(5):677-682, (1992); Tan y otros, Pediatr Res 39 (5):791-797, (1996)). Se inici6 una infusién intracerebroventricular del
péptido 5 mimético de conexina 90 minutos después de la isquemia y se continud durante 72 horas. Se administré una
dosis de 5 pmol/kg de peso cerebral (promedio de 25 g a esta edad fetal) del peptidomimético 5 en 1 mL de LCR
artificial i.c.v. (vs. vehiculo de LCR solo) durante una hora, seguido de 1 mL adicional por dia perfundido en el cerebro
durante 72 horas. El experimento finalizé con una sobredosis intravenosa materna de pentobarbital sodico (30 mL,
300 mg/mL). El cerebro fetal se extrajo para histologia y analisis inmunohistoquimico.
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Los resultados (Figura 10) muestran que la infusiéon temprana del péptido atenua la actividad secundaria de ataques
retardados y el edema citotoxico.

En resumen, estos datos demuestran que una proteina peptidomimética que se dirige al dominio extracelular de los
hemicanales de conexina 43 puede suprimir el edema secundario y la inflamacién después de la isquemia cerebral.
En una oveja fetal casi a término, encontramos que la isquemia cerebral se asocié con una induccién dramatica de
conexina 43 y de hemicanales dentro de las 24 h posteriores a la isquemia, mientras que una infusién i.c.v. de la
proteina peptidomimética en el feto a término desde 90 min después de la reperfusion mostré una significativa
atenuacion de las convulsiones secundarias y el edema citotoxico.

Ejemplo 7: tratamiento de un paciente humano con antisentido especifico a conexina 43 en una herida subaguda - la
prevencién de la muerte continua de los vasos sanguineos permite la recuperacion de la isquemia limbal

En este estudio, un paciente se presentd con una herida subaguda no cicatrizante (inflamacion quimica) en el ojo. El
0jo permanecio6 inflamado y la isquemia limbal todavia estaba presente después de 8 dias (lo que indica una pobre
vascularizacién limbal). El limbo contiene las células madre necesarias para la recuperacion epitelial de la cérnea.
Después del tratamiento con antisentido especifico de conexina 43, la isquemia limbal habia desaparecido en 20 horas
y habia comenzado la reepitelizacién. La conclusion es que la inflamacién continua conduce a una muerte continua
persistente de los vasos sanguineos que exacerba la lesion a través de la isquemia limbal. El tratamiento del ojo con
el antisentido de conexina 43 redujo la respuesta inflamatoria y desencadend la recuperacion epitelial (Qiu y otros,
Curr Biol 13: 1697-1703, (2003)). Sin embargo, tenga en cuenta que esta fue una herida subaguda que implica el
tratamiento de heridas cronicas: tales heridas en humanos retienen niveles altos de conexina 43 en el borde epitelial
(Brandner y otros, J Invest Dermatol 122: 1310-1320, (2004)). Ademas, el tratamiento permitié la recuperacion de los
vasos sanguineos. Proponemos que el mecanismo involucrado es la prevencién de una expresion adicional de
hemicanal en la pared del vaso, lo que permite el nuevo crecimiento del vaso.

Paciente: El paciente era un hombre de 25 afios. Primero presenté quemaduras alcalinas en el ojo izquierdo después
de un accidente en el sitio de construccién con una manguera de concreto de alta presiéon (concreto/alcali en el ojo,
junto con la demora para recibir el primer tratamiento). El ojo dafiado no tenia epitelio remanente que cubriera la parte
frontal del ojo (que incluye toda la cérnea).

Tratamiento inicial: El paciente recibid gotas de ascorbato 10 %, citrato 10 %, acetato de prednisona (esteroides) 1 %,
ciclopentalato y cloranfenicol 1 %, ademas de vitamina C oral y desoxiciclina. La prednisona se administré cada hora
durante los primeros cinco dias, después de lo cual la dosis se redujo a cuatro veces por dia.

El cuarto dia se suturé una membrana amnioética sobre la cérnea.

Tratamiento con el antisentido de Conexina 43 (DIA CERO): En el dia ocho después de la lesién, el paciente todavia
tenia un alto grado de inflamacién, isquemia limbal, y ningin signo de recuperacion epitelial. Se obtuvieron los
permisos éticos en base a la falta de alternativas de tratamiento viables que pudieran salvar la vista del paciente. El
otro ojo tiene signos de queratocono y, por lo tanto, no fue adecuado para el trasplante limbal en una fecha posterior.
El ojo lesionado se habria extirpado quirdrgicamente o se le permitiria convertirse en un "ojo conjuntivo” (en donde la
conjuntiva, en forma de vaina blanca, crece sobre el ojo para dejar al paciente ciego).

El antisentido de conexina 43 en gel F-127 Pluronic al 30 % se inyect6 con un catéter de aguja debajo de la membrana
amnidtica en dos lugares a cada lado de la cornea. Se inyectaron aproximadamente 100 microlitros de anticonexina
43, dos micromolar, y se extendieron suavemente alrededor de la cornea mediante el uso de una varita de algodon
sobre la membrana amniética. El gel se inyectd frio y se convirtié inmediatamente en una sustancia gelatinosa suave.

Se retird al paciente de todos los demas tratamientos durante ocho horas para evitar posibles efectos adversos sobre
el tratamiento. Después, el paciente volvié a recibir gotas de esteroides (tres veces al dia), ciclopentalato (una vez al
dia), y gotas de ascorbato, citrato y cloranfenicol (cuatro veces al dia).

Tratamiento con el Antisentido de Conexina 43 (DIA UNO): Dentro de las 20 horas posteriores al tratamiento con el
antisentido de conexina 43, el ojo se habia vuelto sustancialmente mas calmo (inflamacion reducida) y el epitelio
estaba creciendo nuevamente en tres lugares. El limbo estaba bien vascularizado con buen flujo sanguineo, y sin
signos de isquemia limbal, es decir, habia un flujo de humor completo de regreso al limbo dentro de las 20 horas
posteriores al tratamiento.

Antisentido de Conexina 43 (DIA TRES): Dentro de las 72 horas posteriores al tratamiento con el antisentido de
conexina 43, el paciente continué su mejoria. El ojo estaba calmo, el suministro de sangre limbal era excelente, y el
epitelio estaba creciendo nuevamente alrededor de 360 grados. Sobre un lado parecia haber una pequefia area de
reptacion lamelipodial, pero en el resto de la circunferencia de la cérnea habia un buen crecimiento incluso hacia
adentro.
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Tratamiento con el Antisentido de Conexina 43 (DIA SEIS): Dentro de los seis dias posteriores al tratamiento (14 dias
después de la lesion), el epitelio se recuperd por completo (crecio por completo) aunque parecia ligeramente granular
en algunos lugares y quizas irregular o delgado en algunos lugares (evaluado mirando a través de la membrana
amniotica). La regién limbal permanecio bien vascularizada con flujo sanguineo completo.

Cuarenta dias después del tratamiento, el paciente tuvo una recuperacion excelente para una quemadura quimica,
que mostré una vision sin ayuda de 6/48 y un orificio de 6/15. Dos tercios del epitelio estaban absolutamente sanos,
un tercio en la periferia mostraba un crecimiento conjuntival pero no cubria la pupila y no estaba vascularizado. Muy
buena vascularizacion limbal.

Neuropatia del Nervio Optico

La neuropatia optica isquémica (ION), conocida ademas como accidente cerebrovascular del nervio 6ptico, es una
coleccién de enfermedades que afectan el suministro de sangre al nervio 6ptico. La ION puede clasificarse en base a
la localidad o la etiologia. La ION anterior (AAOIN) se refiere a enfermedades que afectan los segmentos nerviosos
antes de la lamina cribosa, mientras que lo opuesto es cierto para la ION posterior (PION) (Buono y otros, Survey of
Ophthalmology 50:15-26, (2005); Collignon y otros, Ophthalmology 111:1663-1672, (2004)). La PION se observa con
menos frecuencia, y se cree que es causada por un infarto de la porcion intraorbital del nervio éptico, probablemente
debido a una arteritis de células gigantes (ACG) o como una complicacién secundaria de los procedimientos
quirdrgicos (Buono y Foroozan, 2005; Ho y otros, Journal of Neurosurgical Anesthesiology 17: 38-44, (2005)). La ION
puede dividirse, ademas, segun la etiologia en arteritica (ION arteritica) y no arteritica (NAION). La ION arteritica
siempre es causada por GCA y generalmente resulta en oclusién trombdtica de la arteria ciliar posterior, lo que puede
conducir a la obstruccion concomitante de otras arterias en el nervio 6ptico (Galasso y otros, Seminars in
Ophthalmology 19:75-77, (2004)). La NAION es la forma mas comun de neuropatia éptica no glaucdmica con una
incidencia anual de 2,3/10,000 (Collignon-Robe y otros, Ophthalmology 111: 1663-1672, (2004)). La ACG es una
vasculitis crénica de vasos grandes y medianos en el cerebro caracterizada por un aumento en el recuento de células
gigantes inflamatorias (Buono y otros, Survey of Ophthalmology 50:15-26, (2005); Khosla y otros, Journal of
Postgraduate Medicine 50:219-221, (2004); Penn y otros, Autoimmunity Reviews 2:199-203, (2003)). La pérdida visual
no es comun, pero ocurre como una complicacion secundaria debido a la oclusion de los vasos anteriores que irrigan
el nervio éptico, y a menudo es irreversible (Khosla y otros, 2004). La incidencia de ACG en los paises occidentales
varia de 1~30/10,000 con una prevalencia mucho mayor en la poblacion mayor de 50 afios (Penn y Dasgupta, 2003).

La consecuencia tipica de la ION es la degeneracion de los tractos axénicos, acompafado de deterioro o incluso
pérdida de visién (Buono y otros, 2005; Khosla y otros, 2004; Penn y Dasgupta, 2003).

Los tratamientos convencionales de ION incluyen la administracion de corticosteroides y agentes antiplaquetarios
(Arnold y otros, Seminars in Ophthalmology 17: 39-46, (2002)), pero los pacientes tratados con estos farmacos no han
demostrado una mejoria significativa de la enfermedad.

En el nervio éptico, tanto los astrocitos como los oligodendrocitos expresan moléculas de conexina. La conexina 43
se encuentra abundantemente en los astrocitos y estd potencialmente involucrada en diversos procesos de
enfermedades. Ademas, las células endoteliales de los vasos sanguineos en el nervio dptico expresan conexina 43.

En este estudio, se indujo isquemia del nervio 6ptico en un modelo ex vivo y se colocaron los segmentos de los nervios
en un cultivo organotipico tratado con oligodesoxinucleétidos antisentido especificos de conexina 43 suministrados en
gel Pluronic F-127 al 30 %, o gel de control.

Preparacion de tejidos:

Se usaron ratas Wistar de 21 a 25 dias postnatales (p21 a p25). Las ratas Wistar se sacrificaron mediante una
sobredosis con diéxido de carbono, los craneos se abrieron en una orientacion sagital media, y la region caudal al
cerebelo se escindié y se desechd. Después se hicieron incisiones debajo de los I6bulos olfativos para revelar las
regiones intracraneales del nervio dptico. A través de este método pueden obtenerse aproximadamente 0,3 a 0,5 mm
de nervio éptico que abarca el quiasma 6ptico y el punto terminal del canal 6ptico. Después, los nervios se sometieron
a isquemia como a continuacion.

Un modelo de cultivo organotipico viable del protocolo ION se sugirié por Sundstrom y otros, Drug Discovery Today
10:993-1000, (2005), que trabaja en la isquemia del CNS. Antes del experimento, se burbujearon 10 mL de medio
preparado en un tubo Falcén sin glucosa y glutamina con la mezcla de gases 95 % de N2y 5 % de CO:2 durante 30
minutos para eliminar todo el oxigeno. Los nervios opticos disecados se transfirieron a la solucién de oxigeno sin
glucosa (OGD) y se sellaron con parafilm y celofan. Los nervios 6pticos se incubaron en solucién isquémica durante
dos horas a 37 °C y posteriormente se devolvieron a las condiciones del cultivo organotipico durante los periodos de
tiempo necesarios.

Se us6 una metodologia de cultivo interfasica. Después de la incubacion en soluciones OGD, los nervios opticos se
colocaron en una membrana semiporosa y en una placa de seis pocillos que contenia 1 mL de medio Neurobasal con
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suplemento B27, D-glucosa y L-glutamina y antibiéticos (Gibco, EE.UU.). Para el tratamiento con el antisentido, se
administraron 7 pL de gel Pluronic F-127 (#P2443, Sigma, EE.UU.) que contiene 10 uM del AS-ODN especifico para
bloquear la traduccién de conexina 43, para cubrir cada nervio 6ptico. Esta cantidad fue suficiente para cubrir todo el
segmento sin inundar demasiado el tejido. Para los grupos de gel solo y control, se aplicé la misma cantidad (7 pl) de
gel y medio Pluronic F-127 a los nervios, respectivamente. Después las placas de cultivo se colocaron en una
incubadora con temperatura establecida a 37 °C con 5 % de COz. La principal ventaja de esta técnica de cultivo es
que garantiza un suministro constante de oxigeno desde la parte superior, mientras que los nutrientes pueden
difundirse desde la parte inferior.

Después del cultivo, los nervios se enjuagaron durante 15 minutos en PBS 1x (# BR14, oxoid, Inglaterra) y se fijaron
en paraformaldehido al 4 % (PFA) durante aproximadamente dos horas antes de ser crioprotegidos pasando por
sacarosa en PBS 20 % y después al 30 %. Los nervios se almacenaron en sacarosa al 15 % en PBS hasta estar listos
para su procesamiento posterior. Para seccionar los tejidos, los nervios 6pticos se embebieron en OCT (#4583, Tissue
Tek®, EE.UU.), se congelaron a -20 °C y posteriormente se cortaron en secciones longitudinales de 14 y 18 ym de
espesor. Los cortes se recolectaron en portaobjetos Histobond (#0810001, Marienfeld, Alemania) y se almacenaron
para su procesamiento posterior en un congelador a -80 °C.

La inflamacién (edema) se evalué mediante la fotografia de los nervios 6pticos desde arriba y midiendo (area cultivada
- area original dividida por area original) para dar el % de inflamacion. La muerte celular se evalué mediante el uso de
yoduro de propidio para marcar los nucleos de las células comprometidas. La muerte celular se evalu6 cerca de los
extremos cortados de los nervios y en la region media de los nervios.

La Figura 11 muestra una curva de dosis respuesta para nervios opticos tratados con el antisentido y el control,
cultivados durante 6 horas y 24 horas después de la lesion isquémica. La Figura 11A muestra el porcentaje de
inflamacion, y la Figura 11B, la muerte celular evaluada mediante el uso de recuentos de yoduro de propidio en el
extremo cortado (frontal) y en el medio del nervio. El edema se redujo en los nervios con el antisentido de conexina
43, especialmente a la concentracion de 10 micromolar que previamente hemos demostrado que es 6ptima para las
heridas por aplastamiento en los estudios de la médula espinal (no publicados). La muerte celular tanto en el extremo
cortado como hacia la mitad del nervio se redujo mediante el uso del antisentido, lo que resulta en un recuento de
células muertas mas bajo en ambas regiones en una manera dependiente de la dosis.

La Figura 12 mas abajo muestra que la reduccion de la inflamacion (edema) se mantuvo en el tiempo. La Figura 13
muestra la tinciéon con yoduro de propidio de las células muertas en el medio del control y en los segmentos de nervio
Optico tratados con AS-ODN especifico de conexina 43 a las 2, 6 y 24 horas después de la induccion isquémica. El
grupo tratado con AS-ODN especifico de conexina 43 exhibe poca tincién en comparacion con los controles en los
tres puntos temporales. El grafico de lineas en la Figura 13 muestra el nimero de células muertas por unidad de area
en la region medial del nervio para el control y los nervios 6pticos tratados con AS-ODN. La muerte celular en el grupo
control aumenta inicialmente, alcanza su punto maximo a las seis horas y después disminuye ligeramente
(probablemente debido al edema tisular que deja menos células por unidad de area). Solo se observé un ligero
aumento en la muerte celular incluso después de 24 horas en el cultivo para el tejido tratado con AS-ODN.

Longitudes del Segmento de los Vasos Sanguineos: Tincién del Factor von Willebrand:

Para demostrar que la integridad de los vasos sanguineos estaba siendo comprometida por la expresion de conexina
en los vasos, en el control y en los nervios 6pticos tratados con antisentido especifico de conexina 43 en el modelo
isquémico, se marcaron con factor von Willebrand, un marcador de células endoteliales. A medida que los vasos se
descompusieron, pudo contarse un numero creciente de segmentos mas pequefios y medirse la longitud del
segmento. La longitud media y el nUmero de vasos sanguineos por seccion se investigaron en mas de sesenta vasos,
en seis secciones separadas obtenidas de dos animales para cada punto.

En promedio, el nimero de segmentos de vasos sanguineos en los controles fue menor que en el de los nervios
tratados con AS-ODN especificos de conexina 43, excepto en el punto de tiempo mas largo investigado (Tabla 8). El
grafico de barras (Figura 14) muestra que la longitud media de los vasos en los nervios épticos tratados con AS-ODN
especifico de conexina 43 permanecié relativamente constante durante los primeros tres dias, pero comenzé a caer
aproximadamente un 30 % para el dia 6. Se observé un patrén temporal similar para el grupo control, pero para todos
los puntos de tiempo, la longitud promedio del segmento del vaso es significativamente mas corta que para el grupo
tratado con antisentido.

TABLA 8
Numero de segmentos por seccion
AS Control
Dia 1 10,8 23,5
Dia 2 13,3 19,2
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Dia 3 29,7 41
Dia 6 18,2 13,8

La Tabla B muestra el numero promedio de segmentos de vasos sanguineos contados en los grupos control y tratado.
En los primeros tres dias, los grupos tratados con AS, en promedio, tienen 28~ 50 % menos segmentos de vasos
sanguineos en comparacion con el control. Solo después de 6 dias en cultivo organotipico, el nervio tratado con AS
tiene un mayor recuento de segmentos que en los controles, con un 24 % mas de vasos contados. Para entonces, los
tiempos de cultivo extendidos pueden tener un efecto.

Este ejemplo muestra que la prevencion de la expresién de conexina 43 después de la isquemia del nervio 6ptico
reduce el edema (inflamacion reducida), la propagacion de la lesion (numero de células muertas por unidad de area
lejos de la zona de dafio original) y la degradacion de los vasos sanguineos. Por lo tanto, se comporta de manera
similar a la informada en el Ejemplo 1 - médula espinal. Esto tiene aplicaciones terapéuticas ya que el mismo edema
y la pérdida de vasos se informé en los estudios in vivo (Bernstein y otros, Invest Ophthalmol Vis Sci 44:4153-4162,
(2003)).
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<400> 7
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acaaaaaadc
agtaccaaac
ccttttcatt
taagcaaaag
gacaaggttc
ttccgaatce
tttcgttgta
atctctcatg
tacctggctc
gaactcaagg
ataaagaagt
ctgcgaacct
atccagtggt

tgcccacate
ttcatgcrgg
ttcttcaagg
ggtgcgctga
tcctcaccaa
gacagaaaca
aattacagtg
gcacagcctt
gaattacagc
agcagcagac
tccactcaat
atccggtoga
agaataccta
gaggtgcatg
ccattaggtg
tgtgtatgtg
gaaataattc
aagacagagqg
gaaggtaagc
tttattcttyg
tttgcaaata
catcattcct
gttgggatgt
taatatttaa
tacaagcaga
tcaaatttga
ataattcctg
tgtatcctat
taggatatag
gatgctigaa
ttagaaaaaa
tattcttggy
tagcagtett
caagagaggt
ttgaagacat
gaaaatgctg
tacaatgaaa
cattgcatgt
caataaagtt

<210> 13
<211> 1308
<212> ADN

ttttacgagg
agcagcggag
ttacttcatc
agtggtgccc
aagcctactc
tgctgetggy
acactcagca
tgcgettcig
argtgttcta
ttgcccaaac
tcaagtacgg
acatcatcag
acatctatgg

aggtggactg
tggtgtcctt
gcgttaagoa
gccctgcecaa
cecgetcecct
attcttecttyg
cagaacaaaa
ttgatttcec
cactagccat
ctcggectga
tgtggagaag
ggtggtactc
gattcactyy
ttggtattta
atacatagat
aatgagcggg
tggccaggaa
attgtcctta
tttctaggce
gtatcagttt
cgtatattct
cagctactac
cacttaacat
caatcactta
tacagtataa
acctttctca
ctgtggcaag
tatggatact
cagtaatgct
tgatagaartt
tgcttagagt
ttttcctact
ttggagtgac
tgaaagagga
ctaccagttt
agtatgacac
atractaatt
aatgtagacc
ttaatttagt

<213> Homo sapiens

<400> 13

atgggcgact
atcggcaagg
gcggaggacg
tgcgagaacg
cagatcatct
cgcatggaag
agccccaagg
atggccggag
gtgggcttca
tgcgaccget
accatctteca
gagatctacc
gacgccteccg
cecgeeegeeg
caggcecgeg
gccctgaccg
ctgctgatga
aaggcttace
ccactcgege
agtctggagg
gcygcecaga

ggagctttct
tttggctgac
tgtggggcga
tctgctacga
tcgtgtccac
agaagaagaa
agccaccgca
cgctgetgeg
tcgccggeca
ggcecctgeee
tcatcttcat
acctgggctg
aggccccgcet
ttgccatcgg
cegtgggeta
aggcgcgegg
ctgagcagaa
cggcagegtc
acgaggctga
ggagcgecct
tgcaccagcc

tatcagcact
ttttaaactt
ctccaaggag
aggcaacatg
aactgctgga
gacagcggtt
acctggttgt
ggtcctgcag
tgtgatgcoga
tgatggtgtc
tattgaagag
tatcctettc
attcagcttyg

tttcectctet
ggtgtccctg
tcgggttaag
agactgtagg
ctcgcctatyg
ccgcaattac
tcgaatygggg
cgatgataac
tgtggaccag
tgacctggag
aaaaaaggtyg
aacagcctta
gggtgtatgg
aagtagtgga
aagggetttt
tggtaattgt
taaatacttc
agtccctgct
tgacccteea
aaaattcaga
ttttccatcc
tcacattcat
tttttttrtt
tatgtgtgtc
actcacaaac
tggattittg
taaagcacac
ggttttgtta
attactgaaa
ttagtactgt
ggactattaa
taatacacag
cagcaacttt
ttcagtagta
ctccaaatgc
ttttottett
tgtttgacat
tagtccatca
ataaacat

gggaagactc
cgtgetgttc
tgagcagtca
cagggccttc
gcccacecte
agagaggaag
ggacaatcce
gacctacgtc
gtactttctg
caacacggtg
gctggeggtg
gaagaagctc
ggggacagcc
gttcccacce
ccceggggcc
aaagggccag
ctgggccaac
cacgcctgea
ggcgggcegceg
ggcagggacc
gcecttgecc
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tttctttcat
taaatagaca
ttcaatcact
ggtgactgga
gggaaggtgt
gagtcagcct
gaaaatgtet
atcatatttg
aaggaagaga
aatgtggaca
catggtaagg
aagictatct
agtgcigtet

cgccccacyy
gccttgaata
ggaaagagcg
tctcaaaaat
tctoctectg
aacaagcaag
caggcgggaa
cagaattcta
cgaccttcaa
atctagatac
ctgtagaaag
ttcatgaggce
ggtagatggg
ttcaaagaac
tctccecegea
ggctaaatat
ctgaacatct
aaaacattcc
ggtgtcaatg
cagggcecac
acttgcacaa
ttaatggttt
tgagctaaag
gaagagtttg

.acagatttga

tggtgtggge
tttttttttc
attatgattc
tgaattticct
aaacaggctt
atgtgcctaa
taattcagaa
gatgtttgca
cacatacaac
cttttttaaa
gcatgecatgt
tccatgitaa
gatcatgtgt

ttagaaaatg
atcttccgea
gacttcacct
cccatctcec
atctacctgg
gagdaggagc
tegtegeggg
ttcaacatca
tacggcttcg
gactgcttca
gcectgegegt
aagcagggcg
gatcccccge
tactatgcgce
ccgccaccag
tccgecaage
caggcggccg
gceceecagec
gcgcecctge
cccgaggagq

ctcggagacc

tagggggaag
ggtctgagtg
tggcgtgact
gcgeccttaag
goctgtcagt
ggggagatga
gctatgacaa
tgtctgtacc
aactgaacaa
tgcacttgaa
tgaaaatgcg
ttgaggtggac
acactrgcaa

agaaaaccat
tcattgaact
acccttacca
atgcttattt
ggtacaagct
caagtgagca
gcaccatctc
aaaaactagc
gcagagcecag
aggcttgaaa
tgcaccaggt
ttagaaaaca
taggagaggga
ttagattata
aacaccccta
trtrgrttta
taggtctrtt
attgttaaaa
gacttgtgcet
agaataagat
tatcattacc
ctgtaaacat
tcagggaatc
ttttgtttgt
aaataatgca
caatatggtyg
tcctaaaatg
tttatttict
ttttctgaaa
tagtcattaa
atgaattttyg
cttgtattct
ctaagatttt
taatttattt
actcatcaca
cagctacata
actacggtca
tctggagagt

cacaggagca
tcttggtgcet
gcaacaccca
acatccgett
gccacgtget
agctgaagag
acgaccgcgg
tcttcaagac
agctgaagcc
tcteccaggece
ccctgetgcet
tgaccagccey
ccctgeecec
acaccgctac
ccgeggactt
tctacaacgg
agcggcagcec
ccgtcggcag
tgctggatgg
aggagcaggc
caggtcgggc
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gegtgaggaa
cctgaacttg
tcactacttt
caaacteett
acttttcatt
gcagtctgcece
gtetttecea
cacact cttg
gaaagaggaa
gcagattgag
aggggggttg
cttctigctg
aagagatccc

cttcatcatc
cttctatgtt
tgcgaccagt
caatggcige
ggttactggc
aaactgggct
taactcccat
tgctggacat
cagtcgtgcc
gcatcaagat
gttaattitg
caaagacatt
ggggataaga
aataagadtt
agaatggttc
ccaagaaact
caacaagaaa
tttgcacttt
actatattit
tttccatgeca
atcacttttt
ttttaagaca
aagccatget
catgtattogg
catatggtgt
tttacartat
ttrttcecty
ctcctrtttet
tgtaatcatt
tgtgagagac
cagtaactgg
attatgagtt
atttggaatg
gaactatatg
gaagattggt
aacagttttg
rgttcagcett
gttctttatt

ctccacggtc
gggggccgeg
gcagccggyc
ctgggegctg
gcacatcgtg
agagagcccec
cagggtgcgc
gctgttcgag
gctctaccge
cacggagaag
caacatgctg
ccteggececy
cagctccegg
gcccctgoga
caaactgcta
ccaccaccac
cccggegcetc
cagctccecg
gagcggcage
cgtgaccace
cagcaaggcc
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agcagggcca

<210> 14
<211> 1601
<212> ADN

gcagcggocy

<213> Homo sapiens

<400> 14

ctccggccat
agccatgggt
cgrggrgggr
ggccggcgag
aggectgecacce
gctgcagttc
gtctcggcga
ggacccacag
ggcagaagat
gctctgecaag
gaccatggag
tgtctctege
Cctccctggtg
gatgagggca
cacggaccag
cacctacaat
gctgacgtct
cccaagtegt
tgtcacccaa
tggaaggctc
cattgcaagt
cctctccaga
gtactggggc
aacctcaccce
gaaaaggcgy
tttagecctg
caagcttctg

<210> 15
<211> 2574
<212> ADN

cgtccccacce
gactggggct
aagatctggce
tcagtgtggg
aacgtctgct
ctcttcgteca
gaagagcggc
gtggagcggy
ggtcgcctge
agtgtgetag
cccgtgtttg
cccacggaga
cttaacctgce
cggcaaggcc
ggtcttcttc
ggqctctcat
tccaggececc
cccagcagct
cagaggggtc
tgcagagatg
tgttcttgaa
Tgtgctttge
cctctggect
tatggaacag
attgaggcty
tcaaggggac
azataaacag

<213> Homo sapiens

<400> 15

gcaaaaagcyg
aagtccaggg
atgggcgatt
graggcaagg
gctgagtctt
tgccagaatg
cagatcatct
cgcatgcagg
ggctcttacy
ggaaggattg
accaccatgg
accctgeatg
cccacagaga
cttagcctygy
ccgeggeage
tgcacaccac
aatcccttca
gtacgaggtc
cctgaggtgc
aagcgacgtc
tcectttatgg
tceccttctga
ctcaatgacy

tgggcagttg
aggaggaaaa
ggagcttcct
tctggetcac
cctggggoga
tctgctacga
tcgtctcecac
agaagcgcaa
agtacccggt
ccectecagygg
aggtgggctt
tctgccgceag
dgaatgtctt
ctgaactcta
acatggctaa
cccccgactt
gcaataatat
aggagcagac
ccaatggagt
ttagtaaggce
gaggatcagg
actgatgcectt
ttgctcatta

goccagaccy

tccacctgag
tcctggagaa
tgacggtgct
gtgacgagca
atgaccaggc
gcacacccac
tagcgcagaa
cgctggecag
gcattccgey
aggcaggctt
tgtgccageyg
agaccatctt
tggagttggt
aagacgcace
tacctcccceg
ccagtgagca
ctctctteoct
ctgctictaa
ctgagaagtc
actgggctgg
cacctgagyc
ctgagcacag
tittgcagetg
tcacctgtgc
ctgggtcagc
tggtgccttg
gacttgatca

gagaagaagc
gaagcagaag
gggaaatttc
tgtcctcttc
tgagcaggct
ccaggctrtrc
gcecetctctg
gctacgggay
ggcagagaag
cactctgctc
cattgtgggc
gagtccctgt
cattgtcttt
ccacctgggc
gtgccagcett
taatcagtgc
ggcctecccaa
tcctggggaa
ctcaccaggt
cagcagcaag
accaggtggq
tctcactgtc
attctagaaa
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gaggacttgg

ccgcecgeoga
gttactggac
cttcatcttc
gtcagatttc
cttecccatce
cctggtctac
ggagggggdag
catagagett
agcactgatg
¢ctetatage
agcaccctge
catcatcttc
gcacctgctg
cccgacceag
tggccagggg
gaactgggcc
ggacccacce
gaagcagtat
tggctgcctg
ggaagcagat
cttcctgtag
acagtcagca
atccagagga
gcaggttgtc
cttgatcgca
Ttttcatcac
caaaaaaaaa

agccagagtg
ttttggcatc
ctggaggaag
atattccgta
gatttccggt
cccatctece
gtgtacatgg
gccgagagygy
gcagaactygt
aacacctatg
cagtacttca
cccecacccgg
atgctggctg
tggaagaaga
tctggececect
ctggagaatg
caaaacacag
ggtttcatcc
caccgecttc
gcaaggtcao
aacaaaggag
atcactgcett
ctataaccag

ccatctag

ggcagcggac
caggtccgag
cgcatcctca
gagtgtaaca
tcccacatcec
ctgggccatg
ctgcgggeac
cagatggcca
ggcacctatg
cagtggcgcec
ccctaccteg
atgttggtgg
tgtcgctgcec
ggcacctcct
ccctcatecc
aacctgacca
cctcagaatg
gtatagaggc
ggatgccccc
gcttgetggce
cccaccaggce
‘tggaatgctc
acccagagcc
ctcaaaccct
cagacagagc
tccttectag
a

tgaagaagcc
tgttcectgy
tacacaagca
tgctegtget
gtgatacgat
acattcgcta
gccacgcecat
ccaaagaggt
cctgetggga
tgtgcagcat
tctacggaat
tcaactgtta
tggctgcact
tcagacagcg
ctgtgggeat
gccctggagg
acaacctggt
aggttcgtta
cccatggcta
atgacctatc
gctcagagaa
ggctcctttg
ggctctggga

56

ggaggccgag
agcactcgac

tectyggect
cggccecagec
gctactggot
tcatttacct
tgccgaccaa
agatctcggt
tcgecagtgt
tgtacggctg
tggactgctt
ttggactcat
tcagccggyg
cagaccctta
caccatgccc
cagaggagag
gccaaaaacc
ctgtggctta
tgececccctee
catggagcct
actacggctt
Ttggccaagy
aacttacccc
ctcctcacag
ttgtgccgga
ttCtactgtt

cacggaagga
ctgtgccaag
ctcgaccgtg
gggcacagct
Tcageetgge
ctgggrgctg
gcacactgtg
ccggggetet
ggaagggaat
cctgatccge
cttcctgace
cgtatccegg
gtcecteocte
atttgtcaaa
agtccagagc
daaattcttc
caccgagcaa
tggccagaag
tcatagtgac
agtgtgaccc
gaaagacgtg
agcecccgggt
tagtaagaga

1308
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ggtgacaacc
tcagattact
gaagggatag
cgtrctctaa
aagrtcccag
tgrrgtctec
ttctectece
tttacaaatg
ttccttctge
gtacacacaa
ttcaatccaa
ccctgaaggce
cagatcatca
attgtacctc
aatggagaga
caacttagtg
tggaggcttt
Tttatttaaa
tgggggctgt
atccataatg

<210> 16
<211> 1191
<212> ADN

cacccagact
catgaaacag
ccagagggat
gttcctacct
ccaatagaca
atggaccatt
tctactcage
ccttggtatg
tagggtgtac
actctactag
tgatagaaac
cttaccaaca
gccactgagg
tcagattccee
aaacactgga
ccaagaggag
agcaggggca
gagcgcagag
agaaaagcct
ggttgctgtt

<213> Homo sapiens

<400> 16

atgagttgga
gggaagatct
gaatccatct
gagaatgtct
atcatcctgg
aaaatggagc
tggaaacaac
tatccagaga
aagcatgatg
ttgctggcaa
ttccaagtcc
tttatttcta
ctttgcctet
tcactaaaca
tggaatacac
tacaccgaac
gaacagcagt
gagatcagga
aaccctcatg
agcactgcca

<210> 17
<211> 1362
<212> ADN

gcttictgac
ggctcactgt
attacgatga
gttatgatgc
tggcaactce
acggtgaagc
accgggetct
tggagttaga
gccgacgacg
ggaccgtgtt
acccgtttta
gacccactga
tgcrtaacat
dgtaaaaggag
catctgectcce
tgtccaatge
atggcagceca
tggctcagga
gtccccggga
gtagcaaatc

<213> Homo sapiens

<400> 17

agcgccaaga
gaaatgggcg
gtcatcggca
gccgceagagt
gactgcgaga
ctgcagatca
gtccgcatgg
aacggcggcc
ttccgoctgg
titgaagtygg
taccgctgca

gagaaaacca
gtgatggagt

gagcagcecc.

cagaaagcca
ttgaccgagg
gaggagaaga
ccttcctacg
ggagccgaac
caggagaagg
ggtgaaaaag
acaccticac
aaagccagea

gagaaagagc
actggagttt
gagtctggct
tcgtgtgggy
acgtctgcta
tettegtete
aggagaagcg
<ggaccaggg
aggggaccct
gcttcategt

gccggtggec

tcttcatect
tgagccacct
toggggagat
agggctatca
ttgggatggt
tcagcacagyg
ctcaggtggg
ccoaggtggg
tggccgtgec
aagagccgca
tctgtccaga
gccgagecad

gcagttccct
ggragaggga
agaatgactc
ccttgacctyg
gcatgaatca
cctcggagta
Cttaaaaagg
tacctctggce
acctagcctg
aattcctgcc
catcccttcc
ggaatatcca
ccagtggaat
cttgtggaaa
aaactatttt
grgtgatgac
aggaaatagt
attcctatgt
tgccttccco
gttttggatg

tcgectgeta
tctgattgte
gcaaagcaaa
grrtgcacct
ctectgtgaty
agacaagaag
ggaagaaacg
aagtgataag
gattcgggaa
tgaggtgggt
tgtgtgcagce
aaagaccatc
ttgggagatg
ggaacttgag
ccetggetat
taagatcgcee
tgaggagaac
acgcttggat
gaagaaggcc
aggggatggg

acatattict
cctggggaac
caccgtgett
ggatgagcaa
cgacgaggcc
caccccgtcc
caaaagccge
cagcgtcaag
gctgaggacc
gggccactac
ctgccccaat

gttcatgttg
gggcctgaag
tcctgagaaa
gcttctagaa
ggagaccagc
acccetgggg
ggcacaagaa
agagaagaag
agagggggag
gtcggagaag
gctgacaaca
gtcagacgat
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cceccacccte
aagaagggaa
tctctctaca
atcaccctcec
aggaacttgc
gtggtgagat
gcttcttgga
aaatgcccca
tgcaggtgtc
aacatctgtc
ctttctccct
agaagctgtt
ttccccagge
aaaaaattct
ccectectat
agcratggag
aggggaatct
ctccctagtyg
agggattggc
aaggtaaacg

gaggagattc
ttccggateg
tttgtgtgca
ctctcccatg
tacctggget
gcagctcgga
gaggaggaca
gaaaataaag
gatgggctca
tttctgatag
agacttccrt
ttccrtotga
crtcatttag
gatccgggtg
aacattgctg
tacaagcaaa
ctcccagety
ctggcagttc

aaagtggggtr
aagaactctg

ccgtgggaca
atcttggagg
ttcatcttce
tccgactteg
ttteccatct
ctgatgtacg
gacgaggagc
aagagcagceg
tacatctgec
ttcctgtacg

gtggtggact

tctgtggect
gggatccggt
tccctecact
gaagagaaaa
ccactgcctg
gacttgtccc
gtggagggcyg
gaggaagcag
aaagtagaga
gtgtcaaagc
gatgatgcca
ctaaccgtat

tacccagtat
gcatggcaaa
taccagcage
ctcctccaag
attatatgty
ggccttgggt
actttaccag
ccttggtoat
agccctgeta
accctgcagce
tggctgttca
gtccectcete
cttgttaaaa
gctgtgaaga
ttacttcctt
gcccccagat
ccagctctct
cccctaatga
ctggtctctyg
atgcttggaa

acaaccattc
tccttacage
acacagaaca
tacgcttctg
atgctateca
gcaagcccta
acgaagagga
agcagagcca
tgaaaatcta
ggcagtattt
gtcctcataa
taatgtatgg
ggttigggac
cttataatta
tCaaaccaga
acaaggccaa
acctggaggce
aggcctacag
ccaaagctgg
tctggattta

ctccttgtat
aggtgaatga
ggatcctcat
tgtgcaacac
cccacatteg
tggggcacgc
tgaggccagcea
gcagcaaagg
acatcatctt
ggttccggat
gcttcgtgtc

ctgtgtccct
ctgccttgaa
ccattgctgt
tcgtttccca
ccaagccttt
ggggctacca
aggggecgec
agaggctgac
cceceggagt
aagggctgec
gacccctgag
ga

57

acgaagcctt
agctggectg
ataccaaatg
gaagagctca
ctcttgaatc
tgcccettggc
cagcctcage
grtgcaacct
gggagtcact
tcctttacag
cccagecatt
gaaccctgac
Caaagaaagc
tgaaaataaa
tgctgactgc
ctctctetec
tggcagggcc
gactgccaag
tattcactgg
ttgg

cacatttgto
tgtaggagga
gccgggetgt
agtottccag
caagattgcc
tgcaatgcge
tcctatgatg
acccaaacct
tgtgctgcag
tctgtatggce
gatagactgc
tgttacaggc
cattcgaoac
tecttteact
tcaaatccag
cacagcccag
tctgcagego
tcaccaaaac
gtccaacaaa
a

tggtgggtga
gcactccacc
ccrtggeacy
ccagcagect
cctctyggty
ggtgcactac
ggcggggact
cactaagaag
caagaccctc
cctgcctetg
ccggeccacg

attcctcaac
gaggcctgta
ctcctocate
ctatttcccc
caatcagttc
agagacactg
tgcagaggayg
cacggagoag
ggataaggag
agctgagaag

caggctaagc 1

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2574

60
120
180
240

360
420

540
600
660
720
780
840

960

1020
1080
1140
1191
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<210> 18
<211> 966
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

atgggggaat
atgatcggaa
gtgggggaga
ggctgtaacc
ttccagatca
tccgecaagce
cctgagtcca
gaagataaga
agtaaggaga
ctacgcactg
atccaagtgg
tatggctrtta
gaatgrtatg
agtggcatct
aagctgyctyg
gacctgccaa
gtgtga

<210>19
<211> 1901
<212> ADN

ggaccatctt
ggatcctgtt
cggtgtacga
aggcctgcta
taatggtgty
agcgagaacy
taggaggtcc
agttgcaaaa
cagagccaga
catcaaaatc
tgttccgaaa
gtgtcccagg
tgtcccygcec
gtgttgtgct
tgcgaggggc
gggtcagtgt

<213> Homo sapiens

<400> 19

cagggagttg
aacaaacaaa
gcatatagaa
cccttcagaa
tgactaaata
ccacdtccacc
tctgggtgta
agaacaacca
atactgggrt
attgtaccga
agaactggag
ttgtcagctg
ttatgtgata
ccttttatat
tataatcgac
atctatagcc
aaagattaaa
tgcaaacaag
gcgactcect
gtaccctagt
tgatgagaaa
tagtactagt

aatatttgga
agacagcaaa
tggagagaac
ttggaaaccg
gtcacctcct
tccttcacaa
gctgtcettt
cgtagtgtcc
aacagcggtt
ggcacagaaa

<210> 20
<211> 1311
<212> ADN

tggttgcaac
caaacaaaga
gtgacatatt
tggaagaatt
aacatgdaggg
atgattggaa
gcagctgaag
ggctgcagaa
ctgcaggtga
ctgagagttc
gaggtagagt
gagaaaagga
cacattttca
ggatttcact
tgttttgtct
actatttcac
agagggettr
gcaaaacaaa
tctgceccty
ttaaattcat
tgcattttgg
tgtagtcatt

aaagaactta
aggaactact
aacatgaggc
cggtggctta
aaaggtaacc
ggagattctc
gagccagggt
ctaacgaaca
ggcttttaga
aaatagatag

<213> Homo sapiens

<400> 20

ggagaggctg
gactgtggtg
tgatgagcag
tgaccgggceg
tacccccagt
ccgctactct
tggaggaact
tgctattgtag
ttgtttagag
caagctcaga
tgccctggaa
gttgtatgag
aactgagaag
caacctggct
tcaggccaag
tcccaatttt

actgtactcc
aaaaacccca
gttatatttt
tatctgcctc
actggaatct
agatctggct
atgtctggaa
atgtatgcta
tatttgtgtc
ttgaggaaga
ttgaaatgcc
aactaaataa
ctcgetoctgt
tagagccgct
caagaccaac
ttrtcttaaa
ggggaaaata
atgtagccaa
attataatct
ctrctgtatt
atrgaacagga

ttcaacacat

atggtaacca
actctagagg
agtcacccca
gagctacatg
tcaagggcca
aatcacttga
tggtcagaac
atctcattgg
cattatatat
gggcagctct
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ctagaagcceg
gtgatcttec
accatgtttg
ttccecatet
ctttgctteca
acagtcttec
99999tgggy
aatggggtgc
gttaaggagc
aggcaggaag
attgggttcc
tgtaaccgct
actgtetttc
gaactcaacc
agaaagtcaa
ggcaggactc

agcctgggea
cagctatcta
caccataggt
ttatttgatg
ccttggagat
caccatcctg
tgatgagcag
cgaccaggcc
ttcaccatcc
gaggcaaagg
tagggatcga
agctccactc
ggttgaagtt
atttaagtgc
agaaaagaca
cattcttgaa
caagttgaag
ataccagagc
grtagtggaa
ccagccaaat
aactgtactt
cagttcaaac

gttaatggaa
tcaccgttct
aacagttttc
ggattcctct
gttcagaaag
cattccaaac
ctgtaataat
taggcgggtt
attatcagag
aaagaccagc

cggtgcagcea
ggatcctcat
tgtgcaacac
cccacatacg
tcacctactc
tagccctgga
gcagtggtgg
tgcagaacac
tgactccaca
gcatctccecg
tggttggcca
acccctgcat
tagtgttcat
acctgggatg
tctatgagat
agtccagtga

acagagggag
gggaaaaaqgt
ttgctttaag
tggatcagag
actctggagg
ttcatatttc
tctggettca
tttcctatce
ctggtctaca
atgaaagctc
aggagattgg
agaggaacct
ggattcatga
catggccacc
atartcctat
attrtccacc
aaggaacata
acatctgcaa
aagcaaacac
cctgacaatc
tctaatgaga
aataacaaag

aaaagagaaa
attccaggtg
tccttgecag
acagaacatg
ggcacagtca
actgctgatt
cctgtttogte
cccacagatc
aagtagccta
t

58

gcactccact
tgtggccatt
ccrgcagecc
ttactgggtc
tgtgcaccag
cagagaccce
gggcaaacga
agagaacacc
cccatcaggt
cttctacatt
atattttctc
caaggagqrg
gtttgctgta
gcgcaagatc
tcgtaacaag
ctctgcctat

actctgrctc
aaagcaacca
aaatagtgct
ctaagatggc
aagttcacat
gaatgcttgt
tctgcaatac
ccctcattag
tgggccatge
agttaagagt
agcaagagct
tgctrrtgcac

ttggacagta

cgtgtccaaa
tatttatgca
taggttttaa
atgaattcca
attcactgaa
acactgcagt
atagtgtaaa
tttccacact
acactcataa

ctgaaggcaa
ttgctataga
ctaactgcga
aaaaccgggg
gaacccttcc
ctttggogagg
Cctccaaatca
Ticagatcta
grggtcgrdg

1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1901
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atgagctgga
ggcaaggtgt
gaggccatct
gacaacgtct
attgtggtca
cgtgcgtcty
ccecgagege
gaggagccca
ggcgecggoeg
gctgacggea
atccagcggyg
gaggtggect
ccctgeagec
aagacggtct
tgtgagatgyg
cccceggect
gccgectgget
cgggcycatg
gctggggacc
ccccccagag
ggogagcagyg
gagaagggca

<210> 21
<211> 1588
<212> ADN

gcttccectgac
ggctcacggt
actcggacga
gctatgacgc
TCctccacgcee
agcaggagcg
acctgccgcc
tgctgggect
aggaagcgga
aggcggeagy
agggcctgat
tcctggtggg
gccagecctg
tcctgetggt
cccacctggg
ccgcceccge
tggcctgecc
accagaacct
gcgaccggga
caggcgecce

gccggeecgg
grgccageag

<213> Homo sapiens

<400> 21

agacattctc
gaggcaggat
ctgccattgg
tggctgcaga
ctggctgcaa
ccctgcaget
agcaacacat
aggaggtgaa
gcotggtgtt
crggcetatgce
acrtgcttcegt
ctggcatctg
cccgecgagce
gcctectcacc
ccctgaaaga
accgetgetce
gccctgggeg
actcgatcaa
gagctggagg

tgggctgecc
ggtacaagag
gctgtcagat
agagggcagg
ggaggaatag
gggagagaga
agtccccaag
adadadaaaa

<210> 22

<211> 2263
<212> ADN

tgggaaaggg
gaactggaca
ccgagtatgg
gagtgtgtgg
cagcgtttgc
catcctagtt
agagaagaaa
gaggcacaag
ccggetgttg
catggtgcgg
gtcccgecec
catcatcctc
ccagcgeege
tgaatacaag
catactgegce
ggcctgetga
agcccctect
aaccttcctt

ggtggggagce

ttgttgccty
atgggatgct
accctgtttc
ggtgctgtgg
tgcttgctag
agcaggcaga
gcctcectet
adddaadadada

<213> Homo sapiens

<400> 22

gcggctgcetg
gctggtggtc
gcaggccaag
cttcgcgeec
c¢tecggtcatg
gcgcegegec
cccgcacgec
gggcgaggag
ggaggcaggc
gaccccgggco
gcgegtgtac
ccagtaccty
cccgeacgtg
tatgtacgtg
cttgggcagc
ceeecgegeey
gcccgactac
ggcaaacctg
cagttcgccg
COgCyTeccgy
cacccacgag
cagggacggg

cagcagcagc
ggtttgtaca
ctctcgotca
ggtgatgaga
tatgaccaat
tccaceccag
atgctacggce
gtccacatct
trtgaggccg
ctggtcaagt
accgagaaaa
aatgtggecg
tccaatccac
cagaatgaga
cgcageccetyg
tgccacatac
tctccectge
ccctggetac
tagaggccac

caccctteec
ccgacagegt
tggagtcaca
acatgtgggt
ccacaaggaa
taagttggag
gcctgaaatg
aaaaaaa
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gaggagatcc
ttccgcatcg
ttcacttgca
ctgtcgcacg
tacctggget
ctccgecgec
ggctggcctg
gaggaggaqg
gcggaggagg
ccgaccgggc
gtggcccagc
ctgtacggct
gtggactgct
gtcagctgcc
gcgcaggacg
cguccceccgce
agcctggtgg
gccectgecagg
tgcgteggec
acgggcagtg
cggccaggag
aagaccaccg

caggtgtggc
ccttgctcag
tcttcatert
aatcttcctt
tcttceccat
ctctectegt
ttgagggcca
cagggacact
tcttcatgta
gcgacgtcta
ccgtcttcac
aggtggtgta
cttcccgecaa
tcaacaaget
gcaccggggc
caggcaacct
cggtgeacag
ttccetteet
ctatgceagt,

[ R

tcttecctat
ctccaattat
tcagtgagga
ggagaaggga
aaggaggagg
caggggttgg
ttacacatta

acaaccactc
tgctgacggc
acacgcecggcea
tgcgcttctg
acgccgtgea
gcccggggcc
agcccgeega
aggagacgoqgqg
cgtgcactaa
aacacgatgg
rggtggcceag
tcgaggtgcg
tcgtgtcacy
tgtgcctgct
cggtgcgcgg
cctgcgectt
tgcgggegoc
cgctgcgega
rTCccrgegge
ctacctctge
ccaagcccag
tgtggatctg

agtgacaggg
tggcgtgaac
cagaatcatg
catctgcaac
ctcccatgtg
gaccatgcac
tggggacccc
gtggtggacc
tgtcttttat
ccectgecce
cgtcttcatg
cctcatcatc
gggctcgggce
gctgagtgag
tgggctggct
ccecarcccecac
gectetgect
ccecggggect
gctcaaggtt

cectctctet
gaaactaatc

gggatgtggg
gggtggecag
tgtctggggt
tcaaggccac

aacaggattt

59

caccttcgtg
tgtgggcggc
gccaggcetge
ggtcttccag
ccgectggec
acgccgogcg
¢ctgggegag
ggcagccgagy
ggcggtcggc
gcggaggcgc
ggcagctttc
accgtitcttt
ccctactgaa
gctcaacctc
ccgecgeggc
ccctgeagey
cgagcgcgcet
c€ggggcagceg
ctcccggeag
gggcactgtc
ggctggcicce
a

aggtgtgaat
ctggcattcta
gtgctggtgg
acactccage
cggetgtogt
gtggctcacc
ctacacctgy
tatgtcatca
ctgctctacc
aacacagtgg
ctagctgcct
cgggcctgtg
ttcggccacc
caggatggct
gaaaagagcg
cccecgaccect
gctggggatt
tccttttogag

actgggaqgtao

gggaccacta
ttaaccctgt
taagaggage
cactagtaaa
gagggagtta
ctctgecctet
tacagcaaaa
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cggagecect
gagaccccaa
aaccgcccag
aaacactcca
atcctcgttg
accctgcagc
cggctatggg
gtggcctacc
tttaaggaca
acctacacaa
tatgtcatgtr
cccaacactg
atgattgcag
attagatatt
taagaaatag
gccagecattt
gectcaggtg
aggcctaatt
aggctgttag
ttgtttcttt
tttgggtgtc
Tttctttcart
aactctgtta
agatgttctg
aatggtatgt
tttgcagcac
ttgtagccte
tggcctcatg
ccaactacta
agccagcate
accatttaat
agatttggaa
aagLrigtit
tgtgaaaaga
acctgaatat
gtgagggtaa
aagaatagcet
taaaacatta

<210> 23
<211> 2220
<212> ADN

cggcggegec
cgccgagacce
agtagaagat
ccagcattgg
tggctgcaaa
caggctgcaa
ccctgecaget
ggagacatga
tcgaggagat
gcagcatctt
acgacggctt
tggactgctt
tgtctggaat
gttctgggaa
acagcatgag
cccaacacaa
aaactccaga
ctatgcctgt
gggttattgg
ctctgaggac
ctcctggggt
tgctttggaa
cactttttgg
gataccatta
caticgctac
agctgagago
aatcgagtga
tCaaatattt
cctgtaatga
ggaaagaacg
ggggaggaca
agactggact
gcttacccct
atagaagcta
tgccattatg
gtattttcct
ttaatgatat
aaatataatc

<213> Homo sapiens

<400> 23

gaacttcttt
CCCCCACCCCe
cgcaccggga
ggggaccgay
ctgattgcag
tgatctcatt
ctgaggaagc
tggcagegte
gtgcececgeeg
gggcceccggy
cceccaccag
tactccacag
tacgtggtgg
aagcagcccg
ctctgggecc
gcctacegty
ctgtacgaca
atcttcaage
ttcaatatge
tgctacattg
gccgtctgea
cgaggcctge
gcttccacct
ggcaataaca
ggtggggcaa
cctacaggga
agatattttt
agtgccagec
gcaaggggcc
aggygatgatc
ccaagcagac
tgggctagec
ctgcagtgga
ctagaggttc
tettteccea
aactgtgctc
gctgatagaa

cctggcacag
agctctccaa
gggggggctc
ctgagccgga
tcggaccige
ggagccttcg

ggaggctcag
gggtctagga
tctgtgtgca
gacgcggggt
gcgccatgga
cgttcgggcg
ctgcagageg
gctgcaccaa
tgcagctcat
aggagcggga
acgcaggcaa
tcatcattga
cgcgectygt
cccgacctac
tcgtactceac
acaaggacaa
gccgetgeca
agctgcagge
catgcgggct
ctgagtgacc
tgacactggg
ctcaaaggac
acttagggca
aggagaggcet
acaacagcag
tcagcagacc
gaggaggtct
tggagatacc
aatcetacte
aggctggtge
catcctcaag

cggcccagga
cccgecccgg
ggattggggc
aaagatctgg
ggaggtgtog
gaacgtgtgc
gatcttcgtg
gaagaagagg
caaaacccag
cttecgggtc
ctccatgcag
tgtgtccecgg
trtgcatcctg
gtcaaaaaay
agggatgagg
agattctgac
tgccacaatg
cttaattttc
tgtaaggtac
aagagaaaaa
tctttttgec
gttttaatct
aagtgaaaac
tatgttcccc
Tatgatttaa
ctgtctgttg
gacagactag
agatgtaatt
caggcctgtc
ctgatttaaa
aaatggggca
ctaaattctg
tcagcctcca
aggtttagat
cttgacatgg
gttgtcaaga
gcttgtaact
tctataataa

gactcactgt
agcccaccgg
ccaggggtgc
agcgggcacyg
cgccgceggea
gacagcccag
acgggccacc
gecggctecc
ccactgctga
caggccaccg
ctggaagaca
catctggctg
cgtgtggggg
cgtctgctac
cttcgtcaca
gcgccggeac
gaagcacgga
gttcctcttc
gcagtgtgcc
cgagaagaaa
catctgtgag
gcctegaggg
ccacaagcety
ttcagcaccc
gccaatggga
ccactctgag
aactagggctg
atagactttg
ctgctagcag
tccctgagga
cacagaggtc
taaggcatct
tccagcagca
cagaggtccc
cetcagecte
cagcctttca
acagtttcct
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cccgectagg
ccccgeegeg
acgctgcaga
ctcaccgtcc
ggagatgagc
tacgatcact
Tccacgecay
aagttcatca
aaggtccgea
atcttcgaag
cggctggrga
cccacggaga
ctgaatgtca
ccagtttaac
caacccgtgce
cttaaatgca
gagctcigct
tttcacttaa
tttcatattt
agccaggttc
aactttcccc
ctaacagtag
tttgtagtat
ctgtttcaga
tttgaaatat
Tatrcattgt
aagttcctag
ttgtgtaaga
caacacatct
gaggtcgett
99ggagggag
ttgattaaag
attttttaag
aaatattgag
tttccaaaaa
atagcattgt
aaaataattt
aaaaaaaaaa

gececectteee
ccteccctgga
cccacgeacg
gtactcgcgg
cttaacagtt

cccatggcca
agccectccyg
tectgetecc
gcccagctcee
cgttggccag
ctecaggecc
tccgtggtgt
gatgagcaga
gacaactact
tgccecctege
cgccagaaac
ggcctgiggt
ctctacctgc
aacgtggcce
atcttcacct
ctctgctacc
ggttgcagcec
gtggaggctg
aacctgaccc
catgcaggge
ttcactaagt
tctagecgyg
aaacaagcga
ggcttcaacc
cataatgtgt
tggaggccac
ctactccctc
gcaggtctgg
ccaggtcatc
aggcagtggt
gaccctgcete
tgaaatcaat

agcgcaggag
cttcctoecy
cgatcctggg
tcttcatttt
aggcegactt
acttccccat
cgctcctagt
agggygagat
tcgaaggctc
ccgectteat
agtgcaacgc
agactgtctt
ctgaattgtg
gcattgccca
tcagctgtca
accatttgaa
cccctaaagce
gttagttcca
taaacagagg
cacagaggac
acgttaaagg
acaaagttac
gataggttat
ggctcagatt
ggrcrrttggy
ggtcatagca
tgatggctta
aatacagact
cccttttcca
gggaatttta
aagrttctgt
atgagctttg
tgaaaatata
cagatctata
atggtactcc
aaaagcatrtt
tgtaatgtat
aaa

gctgtgggta
ggccgaggtc
gtcaaggtcc
caaactagcy
tgcagagtgc
ccgatgeccc
gaggctggec
tcctecgege
ggcgecctcg
gccgctgcag
tactgagcog
tcgtcttecg
aggactttga
tcceccatctc
tgctggtcat
acggggacca
ggacctacct
tgcacactct
cctgcecccaa
acttcatggt
Tcatctgcca
cctecgtectc
gggaggtgga
ccatctgacc
ggtgtggcag
tatgcaactt
tataggtaac
attaactatc
aggaagggat
aagagaggtg
acaaaaagtg
cagaggagcc
agggctgaga
acttggctca
gctcccatet
ccagggactt
aaatactgtg

60

ccccagcegca
acgcagagca
gggtrgtgaac
tcgcattatg
tgtctgcaac
ctcecacatc
ggccatgcac
aaagagtgaa
cctgtggtog
gtacgtcttc
ctggecttgt
cacagtgttc
ttatttgcta
gttgttagat
aggctcagtc
acccctgtag
ctcaaaacaa
ctgagacccc
atatcggcat
acagagaagqg
tgaacatigg
cagtgcctta
tttgatgtaa
gtaatatgta
ttatgaatac
cctaacaaca
tgatagcaaa
ggatgtacca
tgactgtggt
ttgacacagt
cgttaaaaac
tctacttcaa
actaataaca
ggaagattga
acatacttca
tgtaataata
caaatacatt

caaggtctgc
gacggcccgt
cgcgccaagce
tgggcgagtc
ttccegeccc
catttcacgc
cgggagcgec
cgcceggegt
cctctgetgt
gtaggcacgg
tatgaacaag
ggtgctggta
ctgcaacacc
caacateccgc
cctgcacgtg
gtgcgccaag
gttcagcctc
ctggcatyggce
catcgtggac
gggcgectec
cagggtcctg
cgccagcecga
tccagaceca
acagggcagg
gtggagaggt
tcgttttggc
ccacaggecc
tacgctgect
caacccagga
agaagtgctc
atgctcgecc
gcccagattc
atgaacctga
gtggaagccc
tcctcccocac
gggtggatgc
ttttataaaa

60
120

240
300

360
420
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<210> 24
<211> 1243
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24

caaggctcec
acccaggaca
aagtactcca
grgtacgtgag
accaagcagc
cgeetctagy
gtggcctacc
tccctgtacg
ctcatcttca
gattatgaca
tgttacatct
gccatctgea
gagatcttcg
ccaccatatg
gctgggreay
atcaacaggt
tgccgtagea
aatgtgggag
atagctactg
ttttceccagt
aaaaaaaaaa

<210> 25
<211> 1299
<212> ADN

aaggcctgag
cagccagcat
cagrtgctgag
tggcagcgga
ccggetgecc
ccctacagcet
gcgaggaacy
acaacctgag
aggccgcegt
tgccecegegt
cceggeccac
tcctgctcaa
gceceeaggea
tectctecca
cceccagtgga
ccocccoccaca
gggtggtgag
gttgggggta
gggattttgt
aaaaaaaaaa
aaaaaaazaaa

<213> Homo sapiens

<400> 25

atgaaattca
aggagtagtc
gggactcctg
ggtcttcatc
ccacaaggac
gtrcttcecct
ctcactgctce
agcccatyyg
ctggtggaca
tgtgttccac
tccatgtecc
cctecttecatg
cctggtgage
aggtcatcac
cctcatcttt
tgtgaagaaa
ggggaggctc
taggggcagg
cagccacctg
ttecttttect
tcatagaaga
aaaagtcaac

<210> 26
<211> 1805
<212> ADN

agctgcttge
actcagtagc
agtggggtca
ttccgegtgce
ttcgactgca
gtgtcccatg
gtggtcatgc
gagaacagtg
tatgtctgca
tcattctacc
aatatagtgg
gtggccacag
aagagatgcc
ccccacggta
ctgggcrcag
accatcttgt
tagcatctct
caagagagag
cccecageteg
agaatggaaa
acacacatgc
tcatttgctg

<213> Homo sapiens

<400> 26

tgggcaggta
gaactgggca
ccgcatctgg
g9gaggtgtgg
caacgtctgc
catcctggtc
cgagecgcaag
caagaagcgg
ggatgctgge
ggtggcctgc
ggagaagaag
cctcagtgaa
ccggeggect
gggagggcac
tgcaggrgag
tgaggccacc
gagggtggct
grttggtcecc
atatggcaac
aaaaaaaaaa
aaaaadaadadaa

tgagrcctat
agctgacgcg
acaagtactc
tggtgtacct
atactcgcca
tgcgectctg
acgtggecta
ggcgcctcta
gcctagtgtt
ccaaatatat
actgcttcat
ctgccatctg
acgagtgcect
ccacctette
acagtcatcce
gaggggctgc
cataggtgca
gattcagacg
acggcactgg
tagtgagggc
gggcacctic
pgaaaaaaaaa
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geacccagat
tttctgcagg
ctgtctgtgg
gacgatgagc
tatgacgagt
acgtgcocect
caccacctga
ggcggactgt
ttcctctata
tcegtggagce
gtcttcacct
gtcttctacc
cggtgccgag
cctgaggatg
tatccataac
caggaaaaaa
gtaggggctc
igggtcctga
agtatatgtc
aaaaaadaaa
aaaaaaaaaa

tgccggetac
tgggtccacc
cacagccttt
ggtgacggcc
gcecggcetge
ggcectgeag
ccgggaggtt
cctgaacccc
caaggcgagc
cctoectect
ctccaageccc
catcctgetce
ggcagcaaqa
ctgcaaacaa
tectetctta
ctggactggt
acctgagagt
ctetgggage
gccagttecc
caatgcccag
atcgtgtgtyg
aaaaaaaaa

atagaccttc
gcctgetgag
tgttcatctt
agaaggactt
tcttcccegt
cactgctcgt
aacacgggcc
ggtggacgta
tcrtccaccy
cttgcceeca
acttcatggt
tggtgggcaa
aatgcctacc
ggaactctgt
ctgcgagatc
ggcaggggea
aggaagcrtcy
gcctcagggg
aaacctctta
aaaadaaaaa
aaa

tgggagecag
atgaactgga
gggecgeatct
gagcgtgtgt
tccaacgtct
cttatcctgg
caggagaaga
ggcaagaagc
gtggacatcg
gtggtcaagt
tcagagaaga
aacctcgtdg
aaagctcaag
gacgacctec
ccagaccgcec
ctggcaggtt
gggggagcta
cagttcctag
cctctgetet
ggttggaggg
gcecactgtc

61

cacgtgcagc
tggcgtgaac
tcgtgtgctg
tgtctgcaac
gtcccacgtg
ggtcatgcac
caatgcccecg
cttgctgage
cctctacaag
cactgtggac
gaccacagct
gaggtgcatg
cgatacgtgc
cctaatgaag
agcagataag
gtggcatcct
cccagggyec
agggaggtrg
ttaaatatga
aaaaaaaaaa

gagagccecty
gtatctttga
ggctgtctct
ggagtgatga
gctttgatga
tgacatgccc
ggcaccgaga
ggggrgggct
cctitctcta
gccacgcaga
acattrtcac
agctcatcta
ccatgtgeac
tttcgggtga
ccegagacca
gggcctggat
agccatgagg
tcctcaacte
gcagctcggt
aggagggcgt
agaacttaat
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ctgggaagac
caggcgacat
ggcttctagg
tgccctecatt
ccagcgcaat
ccagcatcgg
tggctgccca
cgggatgcaa
ccctccaget
acaggcacga
tagaggacat
gcagcatctt
acaatgggta
Ttgactgctt
cgtctgtgat
gttttaggag
agagtaagca
gtttcccaag
tctcecagaag
ctttcataat
caacgtaatc
tgcagtcact
aaatttatat
aaaagatatt
ttttataatg
ccacaagtat
gtctgttggce
aatatatttt
aactcatccg
agctcgteccc
aaaaa

<210> 27
<211> 2094
<212> ADN

gctggtcagt
ccrcactgac
cactccagty
ctttgggtct
ggattgggag
gaaggtgtgg
ggaagtgtgg
aaatgtgtgc
gatcttcgtc
aaccactcgc
raaaaagcag
tttccgaate
ccacctgecc
tatttctagg
ttgcatgctg
atcaaagaga
gaatgaaatg
ctaaacattt
gcaataccaa
aaatagacac
aaatatgtgg
ttgacaggtt
aactgttgrt
tttatagoct
actggtcttc
ctaaatttgg
aaatttgtga
tactgctttc
tttgccaatc
cattgcttaa

<213> Homo sapiens

<400> 27

aaatgaaaga
tctgacaccco
ggggcgtgta
ggaggcacag
gtaggagggc
ctctgtacca
gtgggccaag
aaattgggtc
aagggcaccg
ctccaaggtc
tcaggggotg
agaaggtaac
ttcatactgy
agagaaggtc
cccecatoccec
gctecgetgcet
tcatgctgat
agcaagagga
gcgecttccc
ccccggtget
aggceggeggc
gcgceocgecy
tgaccrtoct
gcgecggted
ccgtettegt
agctygggeca
accgtgcaca
tcacttggoa
agacagagct
gctctetece
tgaaggtgtc
caccatctct
tggggctytg
tgtgtgtcag
atgtagtttc

<210> 28
<211> 840
<212> ADN

gggagcagga
cagtcccggce
gggacctgtg
gaggccaggg
agggacacct
gcceeecacc
aaaggagtgg
tagcgtctcg
ctgggtttcc
cttcctaaga
cyggctaaaat
ccatagctga
tctcateget
caacggaccc
tgactccceg
ggacgccgtg
cttccgeatc
gttcgtgtgc
ggtctecccac
gttcgtcgtc
gcagtgcgec
cgcgegeege
9ggcggcecag
gcectgeccg
gctcottctat
cctgetctgg
cgaagaggcy
agaaaacaga
ggatgcccct
cttccatggce
cccaggccta
ctgatgacag
ccgctgtttt
aagatgttca
aagtttttca

<213> Homo sapiens

tcacctgeee
cgagcaaaga
gggtaggaga
gaaacactgg
acgctgcaca
atcacagtca
ggtgacgagc
tatgaccact
tccaccccag
aagttcaggc
aaggttcgga
atctttgaag
toggtgttga
ccaacagaga
cttaacgtgg
gcacagacgc
aatgagctga
caaggtaaaa
cctgaaagtt
ttgagttaac
tccatctetg
ccttttaagt
gataaggaac
tggatgtttt
cttacctgga
aacttacaaa
actgtcatga
tgaatgtaga
attgcaaaca
gccttcaaaa

ggcgecggtc
cccagggtga
Ttaagtgtggg
aggagggaga
ccgacaaadd
ctgagaggag
tctcgctgec
ggttcgaggce
gctrtccgaaa
atctygggatce
gcaaatgggy
gegtegecty
aaacccgggce
caccccgata
cccecgegtcec
cagctgcagt
crggtgctgg
aacacgctgc
taccgettct
tactccatgc
cccggactygc
tgctacctgce
gcgectgctct
cacacggtcg
Ttcgeggtgg
aagggccgec
cagaagctgce
caccttcaag
cgcttcecgta
acgtagtatg
caccactgcc
ttctgtgtcc
ccagatgtat
agatcagcat
ttagcecgeat
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cactggttgt
ttgacattcg
aggaggtctg
cagtcgttgg
ctttcatcgg
tetitartet
aagaggactt
ttttcceggt
cgctgceggt
gaggagagaa
tagaggggtc
cagcctttat
aatgtgggat
agaccgtgtt
cagagttgtg
daaaaaatca
tttcagatag
tgtagcrgeg
ccttctgtag
tttttgtaag
aaaacaagag
ggacrcictg
atrtatccag
tagttcrgac
aaaacatgcg
gggtctatct
tacgcttaag
cggaacagtg
actgaaatgt
aaaaaaaaaa

ccageccacct
gtggggttgg
gtggggagga
agcctggtgc
accctgtgag
ttcactgcag
tctgecactc
tccactettce
ccaggcaagt
tggaggatcc
gatcctccec
ctececteag
ctctectacc
gacttggaag
ccagcgccat
cgcecgetegt
ccacggtagg
agccgggctg
ggctctteca
accgggcagg
ccgaggecca
tgagcgtgge
acggcttccg
actgcttcgt
ggctgctgtc
cgcgcgecgg
tceegeegece
gagagggctc
gggaaagcac
tgctcagtaa
atgcccgaac
acaacccaga
tcattcaaca
catccgatgg
taaaaaagta

tttitaaaca
Tatcatcact
aaaccctcge
aaacaggact
gggtgtcaac
ccgagtcatg
cgtctgcaac
grcccacatc
ggccatgcat
gaggaatgat
gctgtggrgo
gtatgtgttt
tgacccctge
taccattttt
ctacctgctg
ccccaatcat
tggtcaaaat
tcataaggag
cctgaagagt
atacttgctc
actgctrgac
acaaagrggg
gaattgatac
Tttgaattta
atgttagttt
tgtaaatatt
gtggaaagtg
tggaagcaga
ggatgtgatt
aaaaaaaaaa

cccaaggtce
gtggcggttt
tctcaggaga
cgcactccea
agttatgaaa
taaaaatggt
ccactcctcc
ccacagcatc
caggggctag
cagggtcgaa
agcacccatc
gcccteccgt
tcacgactca
gggcaggggt
ggg9gagtgg
gggccgcectc
cggcgcegtg
tcgccagacc
catcectgetg
caaggaggcg
gtgcgegecy
gcrgegectg
cgtggccccg
gagccggecc
gygcgctgete
ggagcgtgac
gccgecegeca
ccctggtagce
ttctcctgca
atatgtgttg
actatccatg
ccccteccaca
aatatttgta
aaatagcata
aaaggaaaca

62

aattctgata
gtgcaccatt
agagggatct
cagggataaa
aaacactcca
atcctcgtgg
acactgcaac
cggctgtggg
gtggcctact
ttcaaagaca
acgtacacca
tacttccttt
cccaaccttg
atgatttctg
ctgaaagtat
gccctaaagyg
gcaatcacag
acttctgtect
ttgtaaatga
cattcataca
aaaggagcat
tactttctga
trttattagg
tataaagtat
tagaattaca
gttttgcatt
ttcattgcac
aggcttittt
gcctcaataa
aaaaaaaaaa

ctggctcagc
aggggcacca
tgtggaggce
ccacgctggg
gcggagttgc
gagagaaatg
catgggcacc
cttgacagct
tccagetgat
<ggagacggc
ggtcccaaag
ggcecctccgt
ccctgaagtc
ccctgacttg
gcgttcctga
tggctggigg
ttcgaggacg
tgctacgacc
ctctecggegc
ggcggegetyg
tgcgcecetge
ctggccgage
cacttcgegt
accgagaaga
agcgtagecy
aaccgctgca
cctattgtta
ccccacecca
ggatggcatt
gatgagaaac
ctatggtggg
caaacccaga
gggtacctac
tgagccatgt
aatg
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<400> 28

atgtgtggca
gggcgectct
cctggagtct
aaggctgect
gtcatcttag
tggcactggg
ggcaacacag
ctgogggctc
ttccagatgc
aatctgtrccc
ttctgtctct
acctggaagc
cacaagaaag
gttccaggaa

<210> 29
<211> 672
<212> ADN

ggttcctgeg
tgcttecccgt
atggtgatga
gcttcgatge
tggctgtace
aattatcagg
atgtcccagg
ggcttgtect
ccagctcctt
gceccrotga
tgtttacttt
acaaatcttc
caaccgatag
gaagcttagc

<213> Homo sapiens

<400> 29

atgagttgoga
ggatggattt
gagcacatgt
aaaaatgtgt
ctgataatgg
agagagaaaa
tggtacgctt
ttattttata
ccttgteccca
ctcttcttgg
ttggttctca
ctcagtgtgt

<210> 30
<211> 1113
<212> ADN

tgrtcctcag
ggctggctgt
ggaaagatga
gttttgatga
tcitccacace
ggcacagaaa
atcttatcag
agctatatga
acactgtgga
tcatcacctc
agtgctttat
ga

<213> Homo sapiens

<400> 30

atggaaggcg
gtaggaaagc
gggcgacccg
tgcgccaatg
cagggegtgt
gccacgetcg
cagagacgct
gccggcetaca
cactactttc
acgggcatgg
ctctgggcgy
cggcggcgga
ggagcctcag
ggggcaccgag
acatccaggg
tcecgecagey
gaccccaggg
cccecettoct
cacctgagag

<210> 31
<211> 1632
<212> ADN

tggacttgct
tctggttegt
tcraccagga
tttgctacga
gcgtectect
ccgegetygy
gccecgeggec
tcatccacct
tctttggatt
tggactgcta
tcagcgeget
tgcgcaggag
gccacgcegga
cgccececggg
tgtcagggca
aaaagctgoy

gctcaggatc

gcagcagcect
ccagyaagc

<213> Homo sapiens

<400> 31

gcggetgetg
gctcctggga
gcagagtgaa
cttccacccc
cagcgccctc
aaaggggaag
ggctggaagc
qgagggggca
tgcatgtcgc
gaagaccatt
tttggagctt
cTcttctaaa
cctecccagtg
ccaggaaaaa

agatctcctyg
cgtgtttgtc
gcagaaagag
ctrcttcecc
ttcacttctg
gaaactctat
ccrcattgtt
tggctttagt
ctgcttcatc
atgctrtgtgt
taagtgctgt

agggtttctc
cctcacgatg
cgagcaggag
cgtcttctcc
ccecteegec
ceceegeege
attcggggag
cctectecgg
cctggececg
cgtotcgegn
gtettttctg
gccgggacee
gggacgccgg
tgcacgcgece
cacgaagatt
cagacagccec
cgaggagcag
gcagcccect
tgagtggatg

ES 2766 549 T3

gcggaggaga
ttcogecttg
ttcgtgtgtc
ctcteccege
tatatgggtt
gaggaggaga
ctcaggctgc
gccctggggt
cgagaacctt
ttcctaaaga
gtgcttctgg
tacttcctaa
gtggaaacca
caaagaccag

agtggagtaa
tteegtttge
tttgagtgca
atttcccaag
gtggtrttac
gtcagcccag
aaaactggtt
gttcectace
tccaaaccca
attgtgttga
ctccaaaaat

atcatcacat
ctgctgcgga
aggtttgtct
ccegtgtctce
gtcttcageg
tgccecgacce
<gcggcgacc
accctgetag
aagaagttcc
cccacagaga
ctgggccteg
cccacaagece
actgacgagg
ggaggggagg
ccggatgagg
€ggggcagygc
ccctcageag
gacccgcecty
tga

gccggegetc
tgctgctoge
acacccagca
tgcgtttctg
tcactctgta
ccctgatcca
tctgggetta
tgcagtacca
gccttggtag
ccatgtttgg
gtttggggag
cttcagagag
aagagcaatt
ttggacccag

ataaatactc
tggtctacat
acagtagaca
tcagactttg
atgtagcecta
gtacaatgga
ttgaaattgg
ttataaagtg
ctgagaagac
atttcattga
atttaaaaaa

taaactgcaa
tgctggtgat
gcaacacgct
acctgeggtt
tctatgtect
cccgggagec
tccaggtgcc
aggcagcctt
cttgcacgcg
agtccctgct
ccgacctggt
cctecatecg
agggtgggeg
gggctggeag
atgagagtga
cccaccgaga
cccecagecg
ccagctccag

63

caccccegty
tgccagtggg
gcegggcetge
ggtcttccag
tcacgtgatc
gggacgggag
tgtggctcag
cctgtatggy
tataacctgc
agtcagcggt
atggtggagg
caccagaaga
tcaagaagca
agatgcctga

cactgggact
ggtggcagca
gcccggttge
ggccttacaa
tcatgagagt
tgggggccta
cttcctigtt
tgatttgaag
gatcttcatc
actgagtrtrt
acctcaagtc

cgtgaccatg
tgtcttggcy
gcagecagga
ctggctgatc
gcaccgagga
ggcctccggg
cgacttttcg
cggggcctig
ccectocegtge
gatgctgttc
ctgcagcctg
gaagcagagc
ggaggaagag
ccccaggegt
ggtgacatcc
ggccgcceag
cctggccegeg
tggtgctecce

60

120
180
240

360
420
480
540
600
660
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atgggggact
gtggggaaaa
gctgaggaty
tgcaacaata
cagatcatct
agggcettty
ccagatcttg
cagaagagga
atcttgacca
tttcaaatgc
trtgtatcca
atttccttgt
acacttrata
ttgaagaaat
tctccacttc
accatgtggc
gactggtctg
gctggcagtg
cagaatacaa
tttgcagtag
gatcttcata
gacagatctc

cgacatctgc
cctcactggg
gtaagacagg
Trrctttttc

gatggagggg
ttcaattcat

<210> 32
<211> 11
<212> PRT

ggaacttatt
tctggetgac
tctggoatga
tctgttatga
ttgtgtcttc
agaaagacag
acttggagga
tccataaagt
gatctgtgct
acccccttta
ggcccactga
tactcaatat
agaaatccag
attctgtggce
aagctaacaa
aaatcccaca
agaaggatca
ctggaaatca
tgtctcagic
gaacctggga
gtcactgcag
gcccaggead

acagtgactc
aaaacagccc
cagccctace
ctrtctttce
gagattattt
aa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gggtggcatc
catcctctte

tgaacagtca
tgatgcattc
tecttetttg
gcagaggaaa
gcagcaaaga
ccctctgaaa
ggaagtagga
caaatgcact
gaagacaatt
actggaaata
cagtgagggc
ccagcagtgt
tcaacagcaa
gccaaggcaa
gcatagcgga
gcacctggga
ctggctaggt
gcagtcecag
agacagtgaa
tcgcaaggcce

aggaagctct
ctcacctetg
gatcatggaa

tcctggggty
atggagagat

ES 2766 549 T3

ctagaggaag
atcttccgaa
gcatttgcct
ccratctctt
gtctatatgg
aagtcacacc
atagatagga
ggatgtctgc
ttcatgatag
caacctcctt
ttcatgettt
tttcatctag
attgaggatg
atgatttgct
gtcattcgag
cttgaagtag
cagctccatg
cagcaatcag
acaactacgg
gacccagaac
ggcagcatga
agctttctgt
ggttctcgga
cctrcagtca
ctatcacaag
tgtatgtatg
aaaattattc

ttcactccca
tgctggtact
gcaacacccd
tgatcaggtt
gccatgcact
ttagagccca
aactgaggag
tgcgtactta
gccaatatat
gccccaatgc
ttatgcacag
gcatcagaaa
aaacaggccc
cttcattgcc
tTtaatgtgcc
acccttccaa
ttcacagecc
accattcctc
ctcctagaaa
ccercaggtga
gagagagtgg
ccagattatt
atagctcctg
ctgggcacag
agctgtteca
tttgtgttga
attcgataca

ctcaaccata
tcgtgtggct
gcagecaggt
ctgggtttta
ttataggctc
gatggagaat
gttagaggag
tgtcttacac
tctectatggg
ggtggattgc
cattgcagcc
aattatgagg
tccattccat
tgaaagaatc
aaagtctaaa
tgggaaaaag
gtgtccctgg
atttggccetg
ctgtccatcc
gectetcaca
ggtctggata
gtctgaaaag

cttggatttt
aacatcaatg
ttctggatge
cagagaggca
ttcagttaaa

<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina

<400> 32

phe Glu val Ala Phe Leu Leu Ile Glh Trp Ile
1 5 10

<210> 33
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina

<400> 33

Lteu tey Ile GIn Trp Tyr Ile Gly Phe igr Leu
1 5

<210> 34
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina

<400> 34

Ser Leu Ser Ala val Tyr Thr Cys Lys Arg Asp Pro Cys Pro His GlIn
1 5 10 15

<210> 35
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina

<400> 35
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val Asp Cys pPhe Leu Ser Arg Pro Thr E'Iou Lys Thr
1 5

<210> 36

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 36

Ser Arg Pro Thr ¢lu Lys Thr ITe pPhe Ile Ile
1 5 10

<210> 37

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 37

Leg Gly Thr Ala Vasﬂ Glu ser Ala Trp %y Asp Glu Gln

<210> 38

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 38

G]ln ser Ala phe Agg Cys Asn Thr GlIn G113 Pro Gly

<210> 39

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina

<400> 39
G11n GIn Pro Gly gys Glu Asn val Cys 11'36r' ASp Lys

<210> 40

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 40

val Cys Tyr Asp Lys Ser Phe Pro ile Ser His val arg
1 3 10

<210> 41

<211> 38

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
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ES 2766 549 T3

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 41

Ala Ala Glu ser val Trp Gly Asp Glu Ile Lys Ser Ser Phe Ile Cys

1 5 10 15

Asn Thr Leu GIn Pro Gly Cys Asn ggr val Cys Tyr Asp g‘(u)s Phe Phe
20

Pro Ile ger' His val Arg
5

<210> 42

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina

<400> 42
Glu Sser val Trp G]Sy Asp Glu Lys Ser ggr Phe Ile
1 .

<210> 43

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina

<400> 43
ile Cys Ash Thr Lg_u Gln Pro Gly Cys ?(s)n ser val
1

<210> 44

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 44

ser val Cys Tyr Agp His Phe pPhe Pro Eje ser His
1

<210> 45

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 45

Arg Leu val Lys Cys Glu Ala Phe Pro Cys Pro Asn Thr val Asp Cys
1 5 10 15

Phe val ser Arg Pro Thr Glu Lys Thr
20 25
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ES 2766 549 T3

<210> 46

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 46

V%'l Lys Cys Glu ?’Ia phe Pro Cys Pro Asig Thr val

<210> 47

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 47

Vi'l Asp Cys Phe \Sfa'l Ser Arg Pro Thr G'llg Lys Thr

<210> 48

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 48

V§1 Cys Tyr Asp Hgs Phe Phe Pro Ile sgg His val Arg

<210> 49

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 49

val Trp Gly Asp Glu Lys Ser Ser Phe Ile Cys Asn Thr Leu Gln Pro Gly Tyr
1 5 1¢ 15

<210> 50

<211> 15

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina

<400> 50

Asp Glu Lys Ser Ser Phe Ile Cys Asn Thr Leu GIn Pro Gly Tyr
1 5 10 15

<210> 51

<211> 11

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina

<400> 51
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ser Arg Pro Thr Glu Lys Thr val phe Thr val
1 5 10

<210> 52

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 52

Sir Arg Pro Thr G;u Lys Thr

<210> 53

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 53

Vi1 Cys Tyr Asp L)S/s Ser Phe Pro Ile igr His val Arg

<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 54

ser Arg pro Thr Glu Lys Thr Ile Phe ITe Ile
1 5 10
<210> 55

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 55

I}e Cys Asn Thr Ltsau GIn Pro Gly Cys ?Sn ser val

<210> 56

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 56

Phe Leu Asp Thr Leu His val Cys Arg Arg Ser Pro Cys Pro His Pro
1 5 10 15

<210> 57

<211> 16

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
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<400> 57
Sei Leu Ser Ala ng Tyr Thr Cys Lys %g Asp Pro Cys Pro ﬂs G1n

<210> 58

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 58

vi1 Cys Tyr Asp Lgs Ser Phe Pro Ile igr His val Arg

<210> 59

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina
<400> 59

Ser Arg Pro Thr Glu Lys Thr Ile phe Ile Ile
1 5 10

<210> 60

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina

<400> 60

L{s Arg Asp Pro c¥s His GIn val Asp g%s Phe Leu Ser Arg ;Eo Thr Glu Lys

<210> 61

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del péptido control conexina/anticonexina
<400> 61

sir Arg Gly Gly G;u Lys Asn val Phe Ile val

<210> 62

<211> 396

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> conexina 45

<400> 62
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Met

ser

Ile

Ser

Tyr

63

Ile

His

ser
Thr

val

Asp
Ile

Lys

Trp

Phe

Leu

35

rhe

Ala

Leu

Ile

Ser

val

20

Thr

val

phe

val

Ala
100

rhe

Gly

Ala

cys

Ala

Ala

85

Lys

Leu

Lys

val

Asn

Pro

70

Thr

Met

Thr

Ile

Gly

Thr

55

Leu

Pro

Glu

Arg

Trp

Gly

40

Glu

Ser

ser

His

ES 2766 549 T3

Leu

Leu

25

Glu

Gln

His

val

Gly

Leu

10

Thr

ser

Pro

val

Met

90

Glu

Glu

val

Ile

Gly

Arg

75

TYr

Ala

Glu

Leu

Tyr

Leu

ASp

70

Ile
Ile
Tgr‘
4

Glu
Trp
Gly

Lys

His

val

30

Asp

Asn

val

Tyr

Lys
110

Asn

15

Phe

Glu

val

Phe

Ala

95

Ala

His

Arg

GlIn

Cys

Gin

80

Ile

Ala
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Arg

Glu

Glu

145

Lys

TYr

ile

Cys

Pro

225

Leu

Thr

Gly

Gly

ser

305

Glu

Ala

val

Lys

385

<210>
<211>

<212> PRT

ser

Thr

130

Leu

His

val

Gly

Ser

210

Thr

Cys

Ile

Ala

TYyr

280

Asn

Gln

Leu

GlIn

Ala
370

63
382

i
Glu
Glu
Asp
Leu
Gln
Arg
Glu
Leu
Arg
%
Asn
Ala
Gln
Gln

Ala
355

Pro

Glu

ser

Gly

Gln

180

Tyr

Leu

Lys

Leu

260

Asn

Ile

Lys

Tyr

TY PR

Asp

Asp

Phe

Pro

Thr

Leu

245

Ser

TYr

Ala

Ile

Gly

Glu

ser

Ala

Asn

Arg
Ley
Leu
Cys
Ile
230
Asn
Leu
Pro
val
Ala
310
Ser
Ile

His

Met

Glu

135

Glu

Arg

Ala

TYyr

Pro

215

Phe

Ile

ASN

Phe

Lys

295

Tyr

His

Arg

Gln

120

Glu

Asn

Ile

Arg

Gly

200

His

Leu

Trp

ser

Thr

280

Pro

Lys

Glu

Met

Asn
360

ES 2766 549 T3

Trp
Asp
Lys
Arg
s
Phe
Lys
Leu
Glu
LyS
265
Trp
ASH
G'Irn
Glu
Ala

345

Asn

Lys

Pro

Glu

Glu

170

val

Gln

Ile

Ile

Met

250

Arg

Asn

GIn

Asn

Asn

330

GIn

Pro

Gln

Met

Gin

155

Asp

Phe

val

Asp

Met

235

Leu

Arg

Thr

Ile

Lys

315

Leu

Glu

His

Lys val Gly ser lé.)?/g Ala Gly Ser Asn

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Conexina 43

<400>

63

His

Met

140

Ser

Gly

Giu

His

Cys

220

TYr

His

Glu

Pro

Gln

300

Ala

Pro

Arg

Gly

LYyS
380

ser Lys Ser Gly Asp Gly Lys Asn Ser val Trp Ile
390 395

71

TYyr

Gln

Leu

val

Pra

205

Phe

Gly

Leu

Leu

Ser

285

Tyr

Asn

Ala

Leu

Pro

365

ser

Ala

Pro

Pro

Met

Gl

19

rPhe

ITe

val

Gly

Glu

270

Ala

Thr

Thr

ASp

Arg

Thr

Leu

Glu

Lys

175

Phe

Tyr

ser

Thr

Phe

255

Asp

Pro

Glu

Ala

Leu

335

Leu

Glu

Ala

Glu
Met
160
Ile
Leu
val
Arg
Gly
Gly
Pro
Pro
Leu
Gln
329
Glu
Ala

Lys

ser
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Met
Tyr
Arg
Gln
Cys
65

Gln
Phe
Leu
cin
val
145
Phe
Tyr

Pro

Phe

Gly

Ser

Ile

Ser

50

Tyr

Ile

Tyr

Lys

Ile

130

Lys

Lys

Gly

His

Ile
210

Asp
Thr
Leu
35

Ala
ASp
Ile
val
val
115
Glu
Met
ser

Phe

Gln
195

Trp

Ala

20

Leu

Phe

Lys

Phe

Met

100

Ala

1le

Arg

Ile

ser

180

val

Phe

ser
Gly
Leu
Arg
ser
val
85

Arg
GlIn
LyS
Gly
Phe

165

Leu

‘AsSp

Met

Ala
Gly
Gly
cys
e
ser
Lys
Thr
Lys
s
Glu
ser
Cys

Leu

Leu

Lys

Thr

Asn

55

Pro

val

Glu

ASp

Phe

135

Leu

val

Ala

Phe

val
215

Gly

val

Ala

40

Thr

Ile

Pro

Glu

LYS

Leu

Ala

val

Leu

200

val

ES 2766 549 T3

Lys

Trp

25

val

Gin

ser

Thr

Lys

val

TYr

Arg

rPhe

Tyr

185

ser

ser

Leu

10

Leu

Glu

Gln

His

Leu

20

Leu

Ash

Gly

Thr

Leu

170

Thr

Arg

Leu

Leu

ser

Ser

Pro

val

75

Leu

Asn

val

1le

TYDR

Leu

Cys

Pro

val

ASp

val

Ala

Gly

60

Arg

Tyr

Lys

ASp

Glu

140

Ile

Ile

Lys

Thr

ser
220

72

Lys
Leu
B
Cys
rhe
Leu
Lys
Met
125
Glu
Ile
G1In
Arg
Glu

205

Leu

val

fhe

30

Gly

Glu

Trp

Ala

Glu

110

His

His

Ser

Trp

1920

LysS

Ala

Gln
15

Ile
ASp
Asn
val
His
a5

Glu
Leu
Gly
Ile
Ty

175
Pro

Thr

Leu

Ala

Phe

Glu

val

Leu

80

val

Glu

LYs

Lys

Leu

160

Ile

Cys

Ile

Asn
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Ile Iie Glu Phe
225

Leu

Lys Gly Lys Ser Asp

245

Ala Lys Asp Gly

260

Thr Ala

275

Ser Pro Pro

Thr
290

val Gly Asp Arg

Ala Glu G1n

303

ser Asn

Gly GIn Ala Gly Ser

325

Phe Pro Asp Asn

Gln Pro Ala

355

Leu

ser Arg Ala ser Ser
37

<210> 64

<211> 226

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Conexina 26

<400> 64

Met Asp Trp Gly Thr

1 5

Ser Thr Ser Ile Gly
20

Ile Met g;e Leu val

Ala Asp Phe val Cys
50

Tyr
Pro
Ser
Lgu
Asn
Trp
Thr
Gln
Ile

Arg

Leu
Lys
val

AsSn

val
Tyr
Gln
Ser
Ash
295
Ala
Ile
Asn
val

Pro
375

GIn
Ile
Ala

Thr
55

Phe

His

Lys

Pro

280

ser

Asn

Ser

ser

Thr

Trp

Ala

40

Leu

ES 2766 549 T3

phe Lys Gly val Lys

Thr Ala

250

Ala Ser Gly

Tyr Ala Phe Asn

265

TYFP

Met Ser Pro Pro Gly

Asn
300

Ser Cys Arg Tyr

Ala Gtu GlIn

315

Tyt Ser

Asn Ser His Ala Glin

330

Lys Lys Leu Ala Ala

Gln ser

365

Arg Pro Ser

Pro Leu Glu

380

ASp Asp

Ile Leu Gly Gly val
5 y Gly

Leu Thr val Phe

25

Leu

Glu val Gly

45

Lys Trp

Gln Pro Gly Lys

73

Asp

Leu

Gly

Tyr

Asn

Asn

Pro

Ile

ASN
Ile
30

Asp

Asn

Arg

ser

255

Cys

Lys

Lys

Arg

Phe’

335

Ala

Lys
15
Phe

Glu

val

val
240
Pro
Ser
Leu
GlIn
Met
320

ASp

5 Glu

Ser

His

Arg

GIn

Cys
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TYr

65

Leu

TYIF

ser

GTu

Ile

145

Phe

Thr

val

Glu

Pro
225

Asp

Ile

Arg

Glu

Gly

130

Phe

ser

val

Phe

Leu

210

val

<210> 65

<211> 266

His

Phe

Arg

Phe

115

ser

Glu

Met

Asp

Met

155

Cys

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Conexina 30

<400> 65

Tyr

val

His

100

LYsS

Leu

Ala

Gn

Cys

180

Ile

Tyr

Phe

Ser

Glu

ASp

Trp

Ala

165

Phe

Ala

Leu

Pro

70

Thr

Lys

Ile

Trp

Phe

150

Leu

val

val

Leu

Tet Asn Trp Ala Ehe Leu

Ser Thr val Egu ser Arg

val Leu val Tyr val
35

Lys Asp Phe val Cys
50

.va1

Asn

Ile

Pro

Lys

Glu

Thr

135

Met

val

Ser

ser

Ile
215

Glin

Ile

Ala

Thr
55

Ser

Ala

Arg

Glu

120

Tyr

Tyr

Lys

Arg

Gly

Arg

Gly
Trp
Ala
40

Lys

ES 2766 549 T3

His
Leu
105
Ile
%hr
val
cys
Pro
185

Ile

Tyr

Leu
Leu
25

Glu

GlIn

Ile

Leu

g0

phe

Lys

Ser

Phe

Asn

170

Thr

Cys

Cys

Leu
10
Ser

Glu

Pro

Arg Leu
75
val Ala
Ile Lys
Thr G1n
ser Ile
140
Tyr val
155
Ala Trp
Glu Lys

ITe Leu

ser Gly

ser Gly
val val
val Trp

Gly Cys
60

74

Trp

Met

Gly

Lys

Phe

Met

Pro

Thr

Leu

205

Lys

val
Phe
ASp
45

Pro

Ala

His

Glu

110

val

phe

Tyr

Cys

val

190

ASN

ser

ASn
Ile
30

Asp

Asn

Leu

val

95

TIle

Arg

Arg

Asp

Pro

175

Phe

val

Lys

Glu

val

Gln

80

Ala

Lys

Ile

val

Gly

ASn

Thr

Thr

Lys

Tyr

Arg

Gln

Cys
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TYr

Leu

Tyr

Ala

Trp

Phe

145

val

Ile

Thr

val

Arg

225

Gln

ser

ASD

Ile

Arg

Pro

Thr

130

Leu

val

ser

Ala

Gly

210

cys

Gly

Ala

<210> 66

<211> 273

Glu

Leu

Glu

Ser

15

Tyr

Tyr

Ala

Arg

Ala

195

Lys

Arg

Gly

Pro

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Conexina 31.1

<400> 66

Phe

val

Glu

100

Leu

Leu

Ile

Cys

Pro

180

Tle

Arg

Glu

His

val
260

Arg

Tyr

Leu

Phe

Ser

165

Thr

Cys

Cys

Cys

Pro

245

Asp

Pro

70

Cys

Glu

Asp

Ser

His

150

val

Glu

Tle

Met

Leu

230

Glu

Ala

val

Pro

Arg

AsSh

Leu

135

Arg

Glu

Lys

Leuy

Glu

215

Pro

Asp

Gly

sSer

Ser

Lys

Leu

120

Ile

Ley

Pro

LysS

Leu

200

ile

Asp

Gly

Gly

ES 2766 549 T3

His

Leu

His

105

Ser

Phe

Tyr

cys

val

185

Asn

Phe

Thr

Asn

Tyr
265

val

Leu

90

His

Lys

Lys

Lys

Pro

170

Phe

Leu

Gly

Ccys

Ser

250

Pro

Arg

75

val

Leu

LysS

Ala

His

Thr

ser

Pro

Pro

235

val

Leu

val

Lys

Arg

Ala

140

TyYr

Thr

Tyr

Glu

Leu

Trp

Met

His

ASp

val

Phe

val

205

His

Tyr

Met

Ala

His

Gly

110

Gly

Asp

Met

ASD

Met

190

Phe

Arg

val

Lys

Leu

val

95

Proe

Ley

Ala

Pro

Cys

175

val

Tyr

Arg

Leu

Ala

Glin
80

Ala
AsSn
Trp
Gly
Arg
160
Tyr
Thr
Leu
Pro
Ser
240

Gly

I\i’let Ash Trp Ser §1e Phe Glu Gly Leu Iigu Ser Gly val Asn Lys Tyr
15

75
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ser

val

Lys

Phe

65

Leu

TYr

Ser

Trp

Phe

145

val

Ile

Thr

val

Met

225

Asp

Pro

Leu

Thr

Leu

Asp

50

Asp

Ile

APg

Gly

Thr

130

Leu

val

ser

Ala

ser

210

Cys

Asp

Pro

<210> 67

<211> 333

Ala

val

35

Phe

GTu

Leu

Glu

Arg

TYIr

Tyr

Lys

Lys

Ala

195

Lys

Thr

Leu

Leu

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> conexina 37

<400> 67

Phe
20

TYPr
Asp
Phe
vat
val
100
Leu
val
val
Cys
Pro
180
Ile
Arg
Gly

Leu

Leu
260

Gly

Leu

Cys

Phe

Thr

85

Gln

TYFP

cys

Phe

His

165

Ser

Cys

Cys

His

ser

245

Pro

Arg

val

Asn

Pro

70

Cys

Glu

Leu

Ser

His

150

Ala

Glu

Ile

His

His

230

Gly

Asp

Ile

Thr

Thr

55

val

Pro

LYS

Asn

Leu

135

Ser

Asp

Lys

Leu

Glu

215

Pro

Asp

Arg

Trp

Ala

40

Arg

Ser

Ser

Arg

Pro

120

val

Phe

Pro

ASh

teu

200

Cys

Leu

Pro

ES 2766 549 T3

Leu

25

Glu

Gin

His

Leu

His

105

Gly

Phe

Tyr

Cys

Ile

185

Asn

Leu

Gly

Ile

Arg
265

ser

Arg

Pro

val

Leu

90

Arg

Lys

LyS

Pro

Pro

170

Phe

Leu

Ala

Thr

Phe

250

Asp

Leu
val
Gly
Y
val
Glu
Lys

Ala

Thr
val
Ala
s

Leu

His

val

Trp

val

Ala

Arg

Ser

140

Tyr

Ile

Leu

Glu

Gly

val

76

Phe

ser

45

Ser

Trp

Met

His

Gly

val

Tle

val

Phe

Leu
205

Lys

ser

ser

Lys

Ile
30

AsSp
Asn
Ala
His
Gly
Gly
ASp
Leu
Asp
Met
190
Ile
Ala

Cys

Asp

2%

Phe

Asp

val

Leu

val

95

Glu

Leu

Ile

Pro

Cys

175

val

TYIr

Gln

Lys

sSer

255

Thr

Arg

His

Cys

GlIn

80

Ala

ASn

Trp

Ala

Pro

160

Phe

Ala

teu

Ala

Gln

240

His

Ile
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Met
His
Arg
Gln
Cys
Gln
Ile
Leu
Ala
145
Cys
Tyr
Pro

Phe

Leu
225

Arg
Asp
Pro
Gln
Pro

305

Ser

Gly

ser

Ile

ser

50

Tyr

Phe

Tyr

Arg

val

130

Arg

Lys

Gly

Tyr

Ile

210

Leu

Ala
Pro
ser
Asn
290

Pro

Arg

Asp

Thr

Leu

35

Asp

ASp

Leu

Leu

Ala

115

Glu

Ile

Ser

Trp

Leu

195

ITe

Glu

Arg

Tyr

ser

275

Trp

Leu

Pro

Trp

val

20

Ile

Phe

Gln

pPhe

ser

100

Leu

Arg

Arg

val

Thr

180

val

Phe

Leu

GIn

Thr

260

Pro

Ala

phe

Ser

Gly
5
val
Leu
Glu
Ala
val
85
Arg
Pro
Gln
Gly
Leu
165
Met
Asp

Met

val

Asp
Pro
Ash
Leu

ser
325

Phe

Gly

Gly

cys

Phe

70

ser

Arg

Ala

Met

Ala

150

Glu

Glu

Cys

Leu

His

230

Gln

Glin

Cys

Leu

Leu

Lys

Leu

Asn

55

Pro

Thr

Glu

Lys

Ala

135

Leu

Ala

Pro

Phe

val

215

Leu

Asp

val

Pro

Thr

295

Pro

Ala

Glu
iTe
Ala
40

Thr
Ile

Pro

Glu

Lys
Met
Gly
val
val
200

val

Leu

Ala
Phe
Thr
280
Thr

Pro

ser
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Lys

Trp

25

Gly

Ala

Ser

Thr

Arg

Pro

ile

Gly

Phe

pPhe

185

ser

Gly

Cys

Pro

Phe

265

Tyr

Glu

Pro

Lys

Leu

10

Leu

Glu

Gln

His

Ley

20

Leu

Glin

sSer

Thr

Leu

170

val

Arg

Leu

Arg

Pro

250

Tyr

ASn

Glu

Gln

LYs
330

Leu
Thr
Ser
Pro
Ile
75

val
Arg
val
val
Tyr
155
Tyr
Cys
Pro

Ile

Cys
235

Thr
Leu
Gly
Arg
Asn

315

GIn

ASp

val

val

Gly

60

Arg

Tyr

Gin

Glu

Ala

140

val

Gly

Gln

Thr

ser

220

Leu

GIn

Pro

Leu

Leu

300

Gly

TYr

77

GIn val

Leu Phe
30

Trp Gly
45

cys Thr
Tyr Trp
Leu Gly
s 5l
Arg Ala
Glu Asp
Ala ser
Gln Trp
Arg Ala

190

Glu Lys
205

Leu val

Ser Arg

Gly Thr

val Gl
27%

ser ser
285
Ala ser

Gln Lys

val

Glin

15

Ile

Asp

Ash

val

His

95

Gly

Leu

Gly

val

Arg

Pro

Thr

Leu

Gly

ser
255
Gln
Ser

Ser

Pro

Glu

Phe

Glu

val

Leu

80

val

Glu

Ala

Arg

Leu

160

Leu

Cys

Tle

ASn

Met
240

Ser

Gly

Glu

Arg

Pro
320
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ES 2766 549 T3

<210> 68

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 68
Lys Glu val Trp Gly Asp Glu GIn Ala Asp Phe val Cys Asn Thr Leu
1 5 10 15

Gln Pro Gly %s Lys Asn val Cys "_lg'gr' Asp His Tyr Phe P(r)'o Ile ser
3

His Ile Arg
35

<210> 69

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 69

GIn Glu val Trp Gly Asp Glu GIn Glu Asp Phe val Cys Asn Thr Leu

1 5 10 15

G1n Pro Gly Cys Lys Asn val Cys Tyr Asp His phe Phe Pro val ser
20 25 30

His Ile Arg
35

<210> 70

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 70

Glu Glu val Trp Asp Asp Glu GlIn Lys Asp Phe val Cys Asn Thr Lys

1 5 10 15

GIn Pro Gly (2:)0(5 Pro Asn val Cys Tyr Asp Glu Phe Phe ggo val ser
25

His val Arg
315

<210> 71

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

78
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<400> 71

Glu Arg val Trp Gly Asp Glu GIn Lys Asp Phe Asp Cys Asn Thr Lys

1 9 5 10 15

GIln Pro Gly Cys Thr Asn val Cys Tyr Asp Asn Tyr Phe Pro Ile ser
20 25 30

Asn Ile Arg
35

<210> 72

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 72

Glu Arg val Trp Ser Asp Asp His Lys Asp Phe Asp Cys Asn Thr Arg
1 5 10 15
GIn Pro Gly %s ser Asn val Cys ;ge Asp Glu Phe Phe ;60 val Ser

His val Arg
35

<210> 73

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 73

g'lu Ser val Trp g‘ly Asp Glu Lys Ser ign Phe Ile Cys Asn I?r Leu

G1In pPro Gly Cys Asn Ser val Cys Tyr Asp GIn Phe phe Pro Ile Sser
20 235 30

His val Arg
as

<210> 74

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 74
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ES 2766 549 T3

Glu ser val Trp Gly Asp Glu Gin Ser Asp Phe Glu Cys Asn Thr Ala
1 5 10 15
G1n Pro Gly g())ls Thr Asn val Cys ‘ggr' Asp GIn Ala Phe Pro Ile Ser

His Ile Arg
35

<210> 75

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 75
Glu ser val Trp Gly Asp Glu GIn Ser Asp Phe Glu Cys Asn Thr Ala
1 5 10 15

GIn Pro Gly g_)ofs Thr Asn val Cys ;gr Asp GIn Ala Phe Pro Ile Ser
His Ile Arg
35

<210> 76

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 76

Arg Pro val Tyr GIn Asp Glu GIn Glu Arg Phe val Cys Asn Thr Leu
1 5 10 15
GIn Pro Gly Cys Ala Asn val Cys Tyr Asp val pPhe Ser Pro val Ser
20 25 30
His Leu Arg
35

<210> 77

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 77

Glu Ser Ala Trp Gly Asp Glu GIn Ser Ala Phe Arg Cys Asn Thr Gln
1 5 10 15
Gln Pro Gly %s Glu Asn val Cys 'zr%rr- Asp Lys Ser Phe ggo Ile Ser

His val Arg
35
80



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2766 549 T3

<211> 35
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 78

Glu Asp val Trp Gly Asp Glu Gln Ser Asp Phe Thr Cys Asn Thr Gln
1 5 10 ] - 15
GIn Pro Gly Cys Glu Asn val Cys Tyr Asp Arg Ala Phe Pro Ile ser
20 25 30
His Ile Arg
35

<210> 79

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 79

Glu Ala Ile Tyr Ser Asp Glu GIn Ala Lys Phe Thr Cys Asn Thr Arg
1 5 10 15
Gln Pro Gly %s Asp Asn val Cys Tyr Asp Ala Phe Ala Pro Leu Ser
25
His val Arg
35

<210> 80

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 80

Glu Ser Ser Trp Gly Asp Glu Gln Ala Asp Phe Arg Cys Asp Thr Ile
1 5 10 15
Gln Pro Gly 555 Gln Asn val Cys '{lgr Asp GIn Ala Phe ggo Ile Ser

His Ile Arg
35

<210> 81

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

81
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<400> 81

Gly Glu Ser Ile Tyr Tyr ASp Glu GIn Ser Lys phe val Cys Asn Thr
1 5 10 T 18
Glu G1n Pro Gly Cys Glu Asn val Cys Tyr Asp Ala pPhe Ala Pro Leu
20 25 30
10 Ser His val Arg
35

<210> 82
<211> 39
15 <212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina
20
<400> 82
Met Tyr val Phe Tyr val Met Tyr Asp Gly Phe Ser Met GIn Arg Leu
1 5 10 15
25

val Lys Cys gsn Ala Trp Pro Cys ;Eo Asn Thr val Asp g:%s Phe val
0

30 ser Arg ggo Thr Glu Lys Thr

<210> 83
<211> 39
<212> PRT
35 <213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

40 <400> 83
Met Tyr val Phe Tyr Phe Leu Tyr Asn Gly Tyr His Leu Pro Trp val
1 5 10 15

45 Leu Lys Cys %y Ile Asp Pro Ccys 5;0 Asn Leu val Asp %s Phe Ile

ser Arg g;o Thr Glu Lys Thr

50 <210> 84
<211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

55 <220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 84

82
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ES 2766 549 T3

Leu Tyr ITe Phe His Arg Leu Tyr Lys Asp Tyr Asp Met Pro Arg val
1 5 10 15
val Ala Cys ggr val Glu Pro Cys ;;o His Thr val Asp g)ofs Tyr Ile

Ser Arg ;;0 Thr Glu Lys Lys

<210> 85

<211>40

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 85

Leu Tyr Leu Leu His Thr Leu Trp His Gly Phe Asn Met Pro Arg Leu
1 5 10 : 15
val Gln Cys gg’a Asn val ala Pro (2:%/5 Pro Asn Ile val ;;Sp Cys Tyr

Ile Ala Arg Pro Thr Glu Lys LYS
35'":j ' y 4)6

<210> 86

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 86

Leu Tyr val Phe His Ser Phe Tyr Pro Lys Tyr Ile Leu Pro Pro val
1 5 10 15
val Lys Cys Iéhos Ala Asp Pro Cys ;go Asn Ile val Asp (3:55 pPhe Ile

ser Lys gro ser Glu Lys Asn
5

<210> 87

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 87
Met Tyr val Phe Tyr Leu Leu Tyr Pro Gly Tyr Ala Met val Arg Leu
1 5 . R4 10 15

val Lys Cys E\Sp val Tyr Pro Cys sgo Asn Thr val Asp g%s Phe val

Ser Arg ggo Thr Glu Lys Thr
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<210> 88

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 88

&eu TYr Gly Trp ';hr' Met Glu Pro val ige val cys Gln Arg Ala Pro

Cys Pro Tyr Iz.gu val Asp Cys Phe gg1 ser Arg Pro Thr ggu Lys Thr

<210> 89

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 89

Leu Tyr Gly Trp Thr Met Glu Pro val Phe val Cys Gln Arg Ala Pro
1 5 10 15
Cys Pro Tyr |2_8u val Asp cy>s Phe \2/§1 ser Arg Pro Thr gg)u Lys Thr

<210> 90

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 90

Gly Ala Leu His Tyr Phe Leu Phe Gly Phe Leu Ala Pro Lys Lys Phe

1 5 10 15

Pro Cys Thr Arg Pro Pro Cys Thr Gly val val Asp Cys Tyr val ser
20 25 30

Arg Pro g?r Glu Lys Ser

<210> 91

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 91
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ES 2766 549 T3

Leu Leu Ile GIn Trp Tyr Ile Tyr Gly Phe Ser Leu Ser Ala val Tyr
1 5 10 15

Thr Cys Lys 359 ASp Pro Cys Pro 5'},5 GIn val Asp cys g]&e Leu Ser

Arg Pro 'ggr' Glu Lys Thr

<210> 92

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 92

Ile Ala Gly Gln Tyr Phe Leu Tyr Gly Phe Glu Leu Lys Pro Leu Tyr
1 5 10 15
Arg Cys Asp /2\59 Trp Pro Cys Pro lz\gn Thr val Asp Cys Igge Ile ser

Arg Pro 'ggr Glu Lys Thr

<210> 93

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina

<400> 93

Leu val Gly GIn Tyr Leu Leu Tyr Gly Phe Glu val Arg Pro Phe Phe

1 5 10 15

Pro Cys Ser Arg GIln Pro Cys Pro His val val Asp Cys Phe val Ser
20 25 30

Arg Pro 'ggr' Glu Lys Thr

<210> 94

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223>Dominio extracelular de conexina

<400> 94
Ile val Gly GIn Tyr Phe Ile Tyr Gly Ile Phe Leu Thr Thr Leu His
1 5 10 15

val Cys Arg 5\59 ser Pro Cys Pro g;s Pro vVal Asn Cys ;%r' val Ser

Arg Pro ';i;r' Glu Lys Asn
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<210> 95

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 95
Leu Ile Gly GIn Tyr Phe Leu Tyr Gly Phe GlIn val His Pro Phe Tyr
1 S 10 15

val Cys Ser %g Leu Pro Cys His ggo Lys Ile Asp Cys glae Ile Ser

Arg Pro ‘gtsw Glu Lys Thr

<210> 96

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 96

Leu Leu Tle GIn Trp Tyr Ile Tyr Gly Phe Ser Leu Ser Ala val Tyr

1 5 10 15

Thr Cys Lys Arg Asp Pro Cys Pro I-Zl;s Gln val Asp Cys gge Leu Ser
20

Arg Pro Thr Glu Lys Thr Ile Phe Ile I1le
35 40

<210> 97

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 97
Met Tyr val pPhe Tyr val Met Tyr Asp Gly Phe Ser Met GIn Arg Leu
1 5 10 15

val Lys Cys Asn Ala Trp Pro Cys Pro Asn Thr val Asp Cys Phe val
20 . 25 30
ser Arg ggo Thr Glu Lys Thr 281 Phe Thr val

<210> 98

<211> 43

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 98
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ES 2766 549 T3

Met Tyr val Phe Tyr Phe Leu Tyr Asn Gly Tyr His Leu Pro Trp val
1 5 . 10 15
Leu Lys Cys gsy Ile Asp Pr'orcys ggo Asn Leu val Asp g%s Phe Ile

Ser Arg ;gﬂ Thr 6lu Lys Thr X%'I Phé Thr Ile

<210> 99

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 99
Leu Tyr Ile Phe His Arg Leu Tyr Lys Asp Tyr Asp Met Pro Arg val
1 5 10 15

val Ala Cys Ser val Glu Pro Cys Pro His Thr val Asp Cys Tyr Ile
20 25 30

Ser Arg ggo Thr Glu Lys Lys X%1 phe Thr Tyr .

<210> 100

<211> 44

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 100

Leu Tyr Leu Leu His Thr Leu Trp His Gly Phe aAsn Met Pro Arg Leu
1 5 10 15
val GIn Cys %a Asn val Ala Pro %35/5 Pro Asn Ile val ggp Cys Tyr

Ile Ala ,;rs-g Pro Thr Glu Lys 1&365 Ile Phe Thr Tyr

<210> 101

<211> 43

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 101

Leu Tyr val Phe His Ser Phe Tyr Pro Lys Tyr Ile Leu Pro Pro val
1 5 10 15
val Lys cys ggs Ala Asp Pro Cys ;go Asn Ile val Asp gﬁs Phe Ile

ser Lys ggo ser Glu Lys Asn ige Phe Thr Leu
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<210> 102

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 102
Met Tyr val Phe Tyr Leu Leu Tyr Pro Gly Tyr Ala Met val Arg Leu
1 5 10 15

val Lys Cys é\gp val Tyr Pro Cys ggo Asn Thr val Asp %s phe val

ser Arg ggo Thr Glu Lys Thr Xg'l Phe Thr val

<210> 103

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 103
Leu Tyr Gly Trp Thr Met Glu Pro val Phe val Cys Gln Arg Ala Pro
1 5 10 15

Cys Pro Tyr ligu val Asp Cys Phe \2%1 ser Arg Pro Thr g'lou Lys Thr

Ile Phe Ile Ile
35

<210> 104

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 104
lieu Tyr Gly Trp 'ghr‘ Met Glu Pro val ;I('l)e val Cys Gln Arg ﬂa Pro

Cys Pro Tyr Leu val Asp Cys Phe val Ser Arg Pro Thr Glu Lys Thr
20 25 30
ITe phe Ile Ile
35

<210> 105

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina
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<400> 105
Gly Ala Leu His Tyr Phe Leu Phe Gly Phe Leu Ala Pro Lys Lys Phe
1 5 10 15

Pro Cys Thr %g Pro Pro Cys Thr g‘sly val val Asp Cys Tyr val Ser
30

Arg Pro Thr Glu Lys Ser Leu Leu Met Leu
35 40

<210> 106

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 106
ITe Ala Gly GIn Tyr Phe Leu Tyr Gly Phe Glu Leu Lys Pro Leu Tyr
1 5 10 15

Arg Cys Asp gag Trp Bro Cys Pro ;\gn Thr val Asp Cys ;ge I'le Ser

Arg Pro Thr Glu Lys Thr Ile Phe Ile Ile
35 40

<210> 107

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 107
|ieu val Gly GIn 1S'yr Leu Leu Tyr Gly ;Be Glu val Arg Pro Ege Phe

Pro Cys Ser ggg Gln Pro Cys Pro g;s val val Asp Cys g(l')le val ser

Arg Pro Thr Glu Lys Thr val Phe Leu Leu
35 40

<210> 108

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 108

Ile val Gly G1ln Tyr Phe Ile Tyr Gly Ile pPhe Leu Thr Thr Leu His
1 5 10 15
val Cys Arg %g Ser Pro Cys Pro lél'%s Pro val Asn Cys ;Hr val ser

Arg Pro ';lgr‘ Glu Lys Asn val Phe Ile val
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<210> 109

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina

<400> 109
Leu Tle Gly GIn Tyr Phe Leu Tyr Gly Phe GlIn val His Pro Phe Tyr
1 5 10 15

val Cys Ser Arg Leu Pro Cys His Pro Lys Ile Asp Cys Phe Ile Ser
20 25 30

Arg Pro 'gl;r Glu Lys Thr Ile zhe Leu Leu

<210> 110

<211>45

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 110

Leu Gly Thr Ala Ala Glu ser ser Trp Gly Asp Glu GIn Ala Asp Phe
1 5 10 15

Arg Cys Asp ':Iz‘gr ITe GIn Pro Gly (2:)5/5 GIn Asnh val Cys ‘ggr Asp Gln

Ala Phe Pro Ile Ser His Ile Arg pPhe Frp Val Leu Gln
35 40 45

<210> 111

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina
<400> 111

lieu Gly Thr Ala ‘g'la Glu Ser Ser Trp E'(!)yrAsp Glu G1n Ala

<210> 112

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 112
i\sp Glu GIn Ala ésp Phe Arg Cys Asp Thr Ile Gln Pro
10

<210> 113

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 113
{hr Ile GIn Pro §1y Cys GIn Ash val E%s Thr

210> 114

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 114
Xa] Cys Thr Asp gln Ala Phe Pro Ile igr His

<210> 115

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 115
é1a Phe Pro 1le ger His I1e Arg Phe Igp val

<210> 116

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 116

Met Glu val Gly phe Ile val Gly GIn Tyr Phe
1 5 10

Leu Thr Thr teu His val Cys Arg Arg Ser Pro
20 25

Asn Cys Tyr val Ser Arg Pro Thr Glu Lys Asn
3% 40

<210> 117

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina
<400> 117

met Glu val Gly phe Ile val Gly GIn Tyr Phe
1 5 10

<210> 118

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Asp Gln

Ile Arg

Leu Gin

Ile Tyr Gly Ile Phe
15
Cys Pro His Pro val
30

val phe Ile val
45

91



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2766 549 T3

<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 118
%1e val Gly Gln ;yr Phe Ile Tyr Gly {%e Phe Leu

<210> 119

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 119
g'ly ITe Phe Leu ';hr' Thr Leu His val %s Arg Arg Ser Pro

<210> 120

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 120
Arg Arg Ser Pro'gys Pro His Pro val i\gn cys Tyr
1

<210> 121

<211> 46

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 121
Leu Thr Ala val g1y Gly Glu ser Ile I%)(r' Tyr Asp Glu GIn iEr Lys
1

Phe val Cys Asn Thr Glu GIn Pro Gly Cys Glu Asn val Cys Tyr Asp
2¢ 25 30

Ala phe Ala Pro Leu ser His :{81 Arg phe Trp val zlge Gln

<210> 122

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 122
Leu Thr ala val Gly Gly Glu Ser Ile Tyr Tyr Asp Glu Gln Ser
1 5 10 15

<210> 123

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 123
/1\5p Glu GIn Ser ls.ys Phe val Cys Asn Igr Glu G1n Pro

<210> 124

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 124
Ihr Glu GIn Pro g]y Cys Glu Asn val 555 Tyr Asp Ala

<210> 125

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 125

\1/a1 Cys Tyr Asp ;;1a Phe Ala Pro Leu :SLSr His val Arg

<210> 126

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 126

11\1a Pro Leu Ser !;is val Arg phe Trp \{3‘! Phe Gin

<210> 127

<211>47

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 127

Phe Glu val Gly Phe Leu Ile Gly Gin Tyr Phe Leu Tyr Gly Phe GIn

1 5 10 15

val #is Pro Phe r val Cys Ser Arg Leu Pro Cys His Pro L s.I1e
20 Y Y 259 ¥ 30 y

AsSp Cys ghe Ile Ser Arg Pro Igr Glu Lys Thr Ile 4Phe Leu Leu
5
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<210> 128

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 128
;he Glu val Gly Ehe Leu Ile Gly Gln '{%r Phe

<210> 129

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 129

lieu Ite Gly GIn 'gyr phe Leu Tyr Gly Ege Gln val

<210> 130

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina
<400> 130

g'ly phe GIn val gi'is Pro Phe Tyr val Eys Ser Arg Leu Pro
0

<210> 131

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina

<400> 131

ier‘ Arg Leu Pro gys His Pro Lys Ile Q(s}p Cys Phe
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

ES 2766 549 T3

REIVINDICACIONES

Un compuesto anticonexina 43 para usar en un método de tratamiento de una herida crénica en un sujeto que
comprende administrarle al sujeto de 0,1 pg a 1 gramo del compuesto anticonexina 43.

Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicacién 1 en donde la herida crénica es una ulcera
diabética.

Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicacion 1 o 2 en donde dicho compuesto anticonexina
43 es un polinucledtido antisentido.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en donde el compuesto
anticonexina 43 es un oligonucleétido antisentido de entre 15 y 35 bases nucleotidicas de longitud, en donde
el compuesto anticonexina 43 es o comprende una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ
ID NOS: 1-3, o en donde el compuesto anticonexina 43 comprende un polinucleétido antisentido dirigido al
menos a 8-12 bases nucleotidicas de una molécula de acido nucleico que codifica una conexina 43 que tiene
una secuencia de bases nucleotidicas de la SEQ ID NO: 12.

Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicacién 4, en donde el compuesto anticonexina 43 es o
comprende una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de la SEQ ID NO: 1y la SEQ ID NO: 2.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5 en donde el compuesto
anticonexina 43 es un oligonucledtido antisentido que comprende bases nucleotidicas de origen natural y un
enlace internucledsido no modificado, un oligonucleétido antisentido que comprende al menos un enlace
fosforotioato, un compuesto antisentido que comprende un oligonucleétido que comprende al menos una
porciéon de azucar modificada, un oligonucledétido antisentido que comprende un acido nucleico bloqueado, un
oligonucledtido antisentido que comprende un &cido nucleico peptidico, o un compuesto antisentido que
comprende un oligonucleétido que comprende al menos una base nucleotidica modificada.

Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicacion 1 o 2 en donde dicho compuesto anticonexina
43 es un péptido mimético.

Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicacion 7, en donde dicho péptido mimético comprende
una secuencia de aminoacidos que corresponde a una porcion de una region del lazo extracelular o una porcion
de una regién transmembranal de conexina 43.

Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicacion 8, en donde dicho péptido tiene una secuencia
de amino&cidos que comprende de 5 a 20, de 8 a 15, o de 11 a 13 aminoacidos contiguos de una region del
lazo extracelular o de la region transmembranal de la SEQ ID NO: 63.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en donde el compuesto
anticonexina 43 mejora la muerte continua de los vasos.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en donde el compuesto
anticonexina 43 inhibe la expresién, formacion, o actividad de hemicanal de conexina 43 en células epiteliales
o en células endoteliales.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-11 en donde el compuesto
anticonexina 43 se formula para la administracion tépica.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-11 en donde el compuesto
anticonexina 43 se formula para una administracion sostenida.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el sujeto
es humano.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en donde el sujeto es
un animal doméstico, un animal de granja, un animal de zooldgico, un animal deportivo o un animal de
compaiia.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la
concentracion de dicho compuesto anticonexina 43 esta entre 1x101° M a 1x10* M.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método
comprende administrarle al sujeto de 0,1 ug a 1 gramo del compuesto anticonexina 43 por dosis.
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Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en donde el método
comprende administrarle al sujeto 0,001 a 100 mg por kg de peso corporal del sujeto por dia el compuesto
anticonexina 43 en dosis multiples.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el
compuesto anticonexina 43 se formula con un poloxamero.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en donde dicho péptido
consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 52.

Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en donde dicho péptido
consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 35.

Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicacion 6, en donde el compuesto anticonexina 43 es un
oligonucledtido antisentido que comprende un acido nucleico bloqueado.
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Figura 1A

Figura 1B
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Figura 2

98



ES 2766 549 T3

Figura 3A
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Figura 3B Figura 3C
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Figura 4
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Figura 5A Figura 5B
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Figura 6A
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Figura 6B
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Figura 6C
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" Figura7
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Figura 8
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Figura 9
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Infusion Simulada Control
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Figura 11A

A Curva de dosis respuesta para la inflamacion del ON en el control y en tres
concentraciones de AS-ODN

Porciento de inflamacién

oM 2 G Bt oM
: Concentracion de AS-ODM )
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Curva de dosis respuesta para el numero de células muertas en dos regiones
del nervio optico en el control y en tres concentraciones de AS-ODN
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Figura 11B
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% de inflamacién

% de Inflamacion para nervios control y tratados con AS-ODN en varios
puntos de tiempo después de inducir la isquemia
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Figura 12
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ES 2766 549 T3

Mumero de células muertas en el segmento medio del nervio dptico en varios
puntos de tiempo en cultive, para nervios control y tratades con AS-ODN
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Figura 13
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Longitud media de los vasos sanguineos (um)
s BEEEBEBEE

Longitud media de los vasos sanguineos para nervios opticos control y
tratados con AS-ODN en varios puntos de tiempo

Tiempo (Dias)

Figura 14
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