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DESCRIPCION

Compuestos inhibitorios dirigidos a conexina 43 y sus métodos de uso en el tratamiento del trauma ocular de la
cornea.

Campo

La presente descripcion se refiere a un compuesto de inhibiciéon de conexina 43 que inhibe en su totalidad o en parte
la expresion o actividad de una conexina 43 para su uso en un método de tratamiento de un sujeto para un trauma
ocular de la cérnea.

Antecedentes

La insuficiencia de tejidos u 6rganos debido a enfermedades o lesiones es un problema de salud importante en todo
el mundo con pocas opciones para una recuperacion total que no sea el trasplante de érganos o tejidos. Sin embargo,
los problemas para encontrar un donante adecuado significan que esta opcién no esta disponible para la mayoria de
los pacientes, por lo cual actualmente se investiga como reemplazo la ingenieria o remodelacion de tejidos mediante
miméticos de tejidos u érganos sintéticos o semisintéticos que se cultiven o que sean totalmente funcionales en una
funcionalidad deseada.

Un area en particular en la que esta tecnologia es cada vez mas importante se encuentra en la cérnea del ojo. El
trasplante de coérnea es la forma mas comun de trasplante de 6rganos sélidos realizados en todo el mundo. Cada afio
se realizan alrededor de 80,000 solo en Estados Unidos y el Reino Unido. La frecuencia de la cirugia refractiva para
la correccidn de la miopia tal como la queratectomia fotorrefractiva (PRK) y la queratomileusis in situ asistida por laser
(LASIK) ha conducido al déficit de corneas adecuadas para el trasplante para la reconstruccion de tejidos después de
los procesos de cirugia o enfermedad y para la manipulacion de tejidos in vivo para modificar los cambios. Ademas,
aproximadamente el 5 % de los pacientes que se someten a cirugia asistida por laser experimenta resultados
inesperados.

La cornea es un tejido transparente que comprende la sexta parte central de la tunica externa del ojo. Su estructura y
funcién unificadas proporcionan al ojo una interfaz refractiva clara, resistencia a la traccion y proteccién contra factores
externos. La cornea se construye a partir de tres capas de células principales diferentes: el epitelio, el estroma y el
endotelio (Pepose, J. S. y otros, “The cornea; Adler’'s Physiology of the eye: Clinical application”, 9"@ ed. St. Louis:
Mosby Year Book, 1992, 29-47; Spencer, W. H., “The cornea; Ophthalmic Pathology: an atlas and textbook”, 4% ed.,
Filadelfia: W. B. Saunders Co., 1996,157-65). Ademas, la membrana de Descemet, la capa de Bowman y la membrana
basal son estructuras que se derivan de alguna manera de una de estas capas celulares principales.

El epitelio corneal es la capa en contacto directo con el ambiente externo. Es una estructura escamosa estratificada,
no queratinizada, con un grosor que varia de 40 a 100 pm, en ratas y en seres humanos, respectivamente. Esta
compuesta de una zona superficial, formada generalmente por dos a tres capas de células escamosas planas; una
zona intermedia, formada por dos o tres capas de células aladas polihédricas; y una zona basal que consiste en una
unica fila de células columnares. El epitelio corneal estratificado se caracteriza como un sincitio funcional de transporte
de iones “apretado” que sirve tanto como barrera protectora a la superficie ocular, asi como también una capa
secretora de liquidos adjunta que ayuda al endotelio corneal en la regulacién de la hidratacién del estroma y contribuye
de este modo al mantenimiento de la transparencia de la cornea. Se ha demostrado que las cualidades Unicas y
especializadas ofrecidas por el epitelio corneal son esenciales para el funcionamiento de la cérnea como el principal
elemento refractivo del ojo. Por lo tanto, es importante mantener su estructura estratificada independientemente de
cualquier estrés ambiental.

El trauma en la superficie de la cornea es muy frecuente; por ejemplo, las raspaduras menores, las infecciones y
enfermedades oculares, los accidentes quimicos 0 mecanicos y la practica quirargica pueden dafar la cérnea. Una
complicacién importante en la cicatrizacion de heridas posterior al trauma corneal es la pérdida de agudeza visual
debido a la reorganizacion tisular. Los pacientes con riesgo de problemas en la curacion oftalmoldgica incluyen
aquellos que se han sometido a una cirugia. Los ejemplos de tal cirugia incluyen, pero no se limitan a, extraccion de
cataratas, con o sin reemplazo de lentes; trasplante de cérnea u otros procedimientos penetrantes, tales como la
queratoplastia penetrante (PKP); queratectomia fotorrefractiva asistida por laser de excimeros; cirugia de filtracion
para el glaucoma; queratotomia radial; y otros tipos de cirugia para corregir la refraccion o reemplazar una lente.

La cérnea proporciona la superficie externa opticamente lisa para transmitir luz en el ojo. La cirugia elimina las fuerzas
que anclan la cérnea en su configuracién normal. En los pacientes con cataratas, se realiza una incisién quirdrgica de
grosor completo en la regidn del limbo. La cérnea se contrae cuando sana, lo que provoca una distorsion local del
tejido y una distorsion concomitante en el campo visual en la regién afectada (astigmatismo).

Otras heridas quirurgicas en la coérnea pueden iniciar un proceso de cicatrizacién de heridas que provoca un
desplazamiento local predeterminado en la curvatura de la cérnea. La técnica mas ampliamente conocida es la
queratotomia radial (RK), en la cual se producen varias incisiones de grosor parcial para provocar el aplanamiento de
la cérnea central. Esta técnica, sin embargo, esta limitada debido a |a falta de resultados pronosticables y fluctuaciones
significativas en la vision, las cuales se relacionan con la naturaleza y el alcance de la cicatrizacion de heridas (Jester)
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y otros, Cornea (1992) 11: 191). Por ejemplo, se ha observado una reduccion en el abultamiento periférico del tejido
de la cérnea con una regresion asociada con la mejora visual inicial en la mayoria de los pacientes con RK (McDonnell
y Schanzlin, Arch. Ophthalmol. (1988), 106: 212).

Las heridas en la cérnea también se curan lentamente, y la curacién incompleta tiende a asociarse con la inestabilidad
de la agudeza visual (con fluctuaciones en la visiéon de la mafana a la noche, asi como también la deriva de la agudeza
visual que se produce durante un periodo de semanas a meses). Esto puede ser la causa de que el 34 % o mas de
los pacientes a los que se les ha realizado una queratotomia radial se hayan quejado de vision fluctuante un afio
después de la cirugia (Waring) y otros, Amer. J. Ophthalmol. (1991) 111: 133). Ademas, si una herida corneal no se
cura completamente, puede producirse una "apertura" de la herida que conduce a un efecto hiperépico progresivo.
Hasta el 30 % de los pacientes que se han sometido al procedimiento de RK se ven afectados con los cambios
hiperépicos asociados con la apertura de la herida (Dietz) y otros, Ophthalmology (1986) 93: 1284).

La regeneracion de la cornea después del trauma es compleja y no se entiende bien. Implica la regeneracion de tres
tejidos: el epitelio, el estroma y el endotelio. Se considera que tres rutas de sefializacion intercelular principales
coordinan la regeneracion de tejidos: una mediada por factores de crecimiento (Baldwin, H. C. y Marshall, J., Acta
Ophthalmol. Scand., (2002) 80: 238-47), citocinas (Ahmadi, A. J. y Jakobiec, F. A., Int. Ophthalmol. Climes, (2002)
42(3): 13 - 22) y quimocinas (Kurpakus-Wheater, M, y otros, Biotech. Histochem, (1999) 74: 146-59); otra mediada por
interacciones de la matriz celular (Tanaka, T., y otros, Jpn. J. Ophthalmol., (1999) 43: 348-54); y otra mediada por las
uniones de tipo hendidura y la familia de conexinas de proteinas formadoras de canales.

Las uniones de tipo hendidura son estructuras de membrana celular, que facilitan la comunicacién directa entre células.
Un canal de uniones de tipo hendidura esta formado por dos conexones, cada uno compuesto de seis subunidades
de conexina. Cada conexdn hexameérico se acopla con un conexén en la membrana opuesta para formar una union
de tipo hendidura unica. Los canales de uniones de tipo hendidura pueden encontrarse en todo el cuerpo. Un tejido
tal como el epitelio de la cornea, por ejemplo, tiene de seis a ocho capas celulares, pero aun expresa diferentes canales
de uniones de tipo hendidura en diferentes capas con conexina 43 en la capa basal y conexina 26 desde las capas de
células basales a las aladas intermedias. En general, las conexinas son una familia de proteinas, cominmente
nombradas de acuerdo con su peso molecular o clasificadas sobre una base filogenética en las subclases alfa, beta y
gamma. Hasta la fecha, se han identificado 20 isoformas humanas y 19 murinas (Willecke, K. y otros, Biol. Chem.,
(2002) 383, 725-37) lo que quizas indica que cada proteina conexina diferente puede especializarse funcionalmente.
Diferentes tipos de tejidos y células tienen patrones caracteristicos de expresion de la proteina conexina y se ha
demostrado que los tejidos tales como la cérnea alteran el patrén de expresion de la proteina conexina después de
una lesion o trasplante (Qui, C. y otros, (2003) Current Biology, 13: 1967 - 1703; Brander y otros, (2004), J Invest
Dermatol. 122(5): 1310-20).

El proceso de regeneracién de la cornea después de un trauma puede dar como resultado la pérdida de la claridad de
la cérnea 'y, por lo tanto, influir en el resultado de la cirugia refractiva. Los actuales tratamientos para la cérnea dafiada
generalmente incluyen el trasplante de la cornea o los intentos para usar células/tejido de la cérnea para la
reconstruccion. Sin embargo, el trauma posoperatorio a la coérnea y al tejido blando circundante después de los
procedimientos quirdrgicos tales como, por ejemplo, la queratectomia fotorrefractiva asistida por laser de excimeros,
frecuentemente da como resultado la cicatrizacion debido a la hipercelularidad asociada con la modificacién de la
matriz extracelular; que incluye cambios en el patrén de células epiteliales, diferenciacion de miofibroblastos,
remodelacién del estroma e hiperplasia epitelial en el sitio de una lesién inducida por laser.

En lesiones graves en la médula espinal, los cambios patoldgicos que se producen, ya sea por transeccion, contusion
0 compresion, comparten algunas similitudes con la formacion de cicatrices posoperatorias y la remodelaciéon de
tejidos. Dentro de las 24 - 48 horas después de la lesion, el dafio se propaga y aumenta significativamente el tamafio
del area afectada. Puede estar implicado un efecto espectador mediado por las uniones de tipo hendidura (Lin, J.H.y
otros, 1998, Nature Neurosci. 1: 431 - 432), mediante el cual los canales de uniones de tipo hendidura propagan
neurotoxinas y ondas de calcio desde el sitio de dafio al tejido sano de cualquier otra manera. Esto va acompanado
de la hinchazén inflamatoria caracteristica. La regién de dafio en la médula espinal se reemplaza por una cavidad o
cicatriz de tejido conectivo, las cuales impiden la regeneracién axonal (McDonald, J. W. y otros, (septiembre de 1999)
Scientific American. 55 - 63; Ramer, M. S. y otros, Spinal Cord. (2000) 38: 449 - 472; Schmidt, C. E. y Baier Leach, J.;
(2003) Ann. Rev. Biomed. Eng. 5: 293-347). Aunque se han logrado progresos con algunas modalidades terapéuticas
actuales, aun permanecen importantes limitaciones para la reparacion de la médula espinal, incluida la intervencion
invasiva en si misma que puede favorecer la propagacion de lesiones y la formacién de cicatrices gliales, lo que impide
el proceso de reparacién y conlleva al riesgo de pérdida adicional de la funcién neuronal (Raisman, GJ. Royal Soc.
Med. 96:259 -261).

La tecnologia antisentido se ha usado para la modulacién de la expresion de genes implicados en enfermedades
virales, fungicas y metabdlicas. La patente de Estados Unidos num. 5,166,195, propone inhibidores de oligonucledtidos
del HIV. La patente de Estados Unidos num. 5,004,810 propone oligémeros para hibridar con el ARNm de Vmw65 del
virus del herpes simple e inhibir la replicacion. Ver ademas el documento WO00/44409 de Becker y otros, presentado
el 27 de enero de 2000, y titulado "Formulations Comprising Antisense Nucleotides to Connexins" que describe el uso
de oligodesoxinucledtidos antisentido (AS) para regular negativamente la expresion de conexina para tratar el dafio
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neuronal local en el cerebro, la médula espinal o el nervio éptico, en la promocion de la cicatrizacion de heridas y en
la reduccion de la formacion de cicatrices en el tejido de la piel después de una cirugia o quemadura. Sin embargo,
quedan muchas dificultades por superar. Este es frecuentemente el caso, por ejemplo, en que la regulacién negativa
de un producto génico particular en un tipo de célula no diana puede ser perjudicial. Los problemas adicionales que
necesitan superarse incluyen la corta vida media de tales ODN (oligémeros de fosfodiéster no modificados) que tienen
tipicamente una vida media intracelular de solo 20 minutos debido a la degradacion por nucleasas intracelulares
(Wagner 1994, supra} y su suministro consistente y confiable a los tejidos diana.

Por lo tanto, existe una necesidad y existen enormes ventajas potenciales para el desarrollo de compuestos para los
problemas descritos anteriormente. Dichos compuestos, composiciones relacionadas y métodos para su uso se
describen y reivindican en la presente descripcion.

Resumen

Las invenciones descritas y reivindicadas en la presente descripcion tienen muchos atributos y modalidades que
incluyen, pero no se limitan a, las establecidas o descritas o referidas en este Resumen. Las invenciones descritas y
reivindicadas en la presente descripcidn no estan limitadas por las caracteristicas o0 modalidades identificadas en este
Resumen, que se incluyen solo para propdsitos de ilustracion y no de limitacion.

En la presente descripcion se proporciona un compuesto de inhibicién de conexina 43 que inhibe en su totalidad o en
parte la expresion o actividad de una conexina 43 para su uso en un método de tratamiento de un sujeto para un
trauma ocular de la cornea.

En la presente descripcion se describen compuestos utiles para la produccion de tejidos, incluidos los compuestos
antisentido. Se describen ademas compuestos antisentido y métodos para reducir el dafo tisular asociado con los
procedimientos oftalmicos. Los métodos comprenden, por ejemplo, administrar un compuesto antisentido al ojo de un
sujeto en una cantidad suficiente para inhibir la expresion de una proteina conexina en el ojo o en células asociadas
con el ojo del sujeto. Si bien se prefiere que se inhiba la expresion de la proteina conexina, se prevé que otras proteinas
puedan ser dianas para la modulacién por los compuestos, incluidos los compuestos antisentido, ya sea solos o en
combinacién con compuestos antisentido u otros compuestos que inhiben la expresién de conexinas humanas.

En ciertas modalidades, el trauma ocular de la cérnea es producto de una cirugia oftalmica, que incluye pero no se
limita a una queratectomia fotorrefractiva asistida por laser de excimeros, una extraccion de cataratas, un trasplante
de coérnea, una cirugia para corregir la refraccion, una queratotomia radial, una cirugia de filtracién para el glaucoma,
una queratoplastia, una queratectomia fotorrefractiva asistida por laser de excimeros, un trasplante de cérnea, una
cirugia para corregir la refraccion, una escision de la neoplasia de superficie ocular, un injerto de membrana conjuntiva
0 amnidtica, una escision de pterigio y pingeculae, una cirugia plastica ocular, una escision de un tumor en el parpado,
procedimientos reconstructivos del parpado para anomalias congénitas, reparacion del ectropién y entropion del
parpado, cirugia para el estrabismo (musculo ocular) o cualquier trauma del ojo penetrante.

Generalmente, se conoce al menos una porcion de la secuencia de nucleétidos para las conexinas en las que se
desea la inhibicion de la expresion. Preferentemente, un compuesto antisentido se dirige a uno o mas isotipos de
conexina especificos. Los isotipos especificos de conexinas que pueden ser diana de los compuestos antisentido
incluyen, sin limitacién, 43, 37, 31.1 y 26. La invencién usa un compuesto de inhibicidn de conexina 43 que inhibe en
su totalidad o en parte la expresion o actividad de una conexina 43. Se prefiere, pero no se requiere, que las conexinas
diana sean humanas. Un conexina (por ejemplo, humana) puede tener, por ejemplo, una secuencia de nucleobases
seleccionada de la SEQ ID NO: 12-31.

En ciertos casos, los compuestos antisentido se dirigen a al menos aproximadamente 8 nucleobases de una molécula
de acido nucleico que codifica una conexina que tiene una secuencia de nucleobases seleccionada de la SEQ ID NO:
12-31.

En ciertas modalidades adicionales, un segundo compuesto antisentido se administra al sujeto (por ejemplo, al 0jo),
en donde uno o mas compuestos antisentido se dirigen a al menos aproximadamente 8 nucleobases de una molécula
de acido nucleico que codifica una conexina (por ejemplo, humana) que tiene una secuencia de nucleobases
seleccionada de la SEQ ID NO: 12-31. Al menos un segundo compuesto antisentido puede dirigirse, por ejemplo, a
una conexina diferente que un primer compuesto antisentido.

Los ejemplos de tipos de compuestos antisentido que pueden usarse en diversos aspectos de la invencion incluyen
oligonucledtidos antisentido, polinucledtidos antisentido, desoxirribozimas, oligonucleétidos morfolino, ARNbc,
moléculas de ARNi, moléculas de ARNip, moléculas de PNA, ADNzimas, y ARN nucleares pequefios de U1 mutados
en el extremo 5, analogos de los anteriores; también se describe el uso de otros compuestos en la presente
descripcién o conocidos en la técnica; que incluyen pero no se limitan a, por ejemplo, desacoplantes no especificos
tales como octanol, acidos glicerhetinicos y heptano 1.

En ciertas modalidades, por ejemplo, los compuestos antisentido son oligonucleétidos antisentido que comprenden
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nucleobases de origen natural y un enlace internucledsidos no modificado. En otras modalidades, por ejemplo, los
compuestos antisentido son oligonucledtidos antisentido que comprenden al menos un enlace internucledsidos
modificado, incluidos los que tienen un enlace fosforotioato. Los compuestos antisentido adecuados también incluyen,
por ejemplo, oligonucleétidos que comprenden al menos una porcién de azucar modificada. Los compuestos
antisentido adecuados también incluyen, a modo de ejemplo, oligonucleétidos que comprenden al menos una
nucleobase modificada.

En ciertas modalidades, los compuestos antisentido para su uso en la invencién se administran en combinacién con
otro compuesto, por ejemplo un compuesto Util para reducir el dafio tisular, reducir la inflamacién, promover la curaciéon
0 alguna otra actividad deseada.

En la presente descripcion se describen, ademas, los métodos de tratamiento de un sujeto (por ejemplo, un paciente)
mediante la administracion de compuestos antisentido al sujeto.

En ciertas modalidades, los compuestos antisentido para su uso en la invencidn se administran mediante la
administracion local o tépica. Los compuestos antisentido para su uso en la invencion también pueden administrarse,
por ejemplo, por via sistémica o mediante inyeccion intraocular.

Los compuestos antisentido para su uso en la invencion pueden administrarse a un sujeto en un momento
predeterminado, por ejemplo, con relacion a la formacién de una herida, tal como la que se produce en un
procedimiento oftalmico (por ejemplo, quirdrgico). Por ejemplo, los compuestos antisentido pueden administrarse antes
de un procedimiento oftdlmico, durante un procedimiento oftalmico o después de un procedimiento oftalmico. Los
compuestos antisentido, por ejemplo, pueden administrarse a un sujeto dentro de minutos u horas antes o después
de que se realice un procedimiento oftalmico. En ciertas modalidades, un compuesto antisentido se administra
después de que se realice un procedimiento oftalmico, y por ejemplo el compuesto antisentido se administra dentro
de aproximadamente 4 horas del procedimiento, dentro de aproximadamente 3 horas del procedimiento, y mas
tipicamente dentro de aproximadamente 2 horas del procedimiento oftalmico o dentro de aproximadamente 1 hora de
un procedimiento oftalmico.

En otro caso descrito, los compuestos antisentido descritos en la presente descripcién pueden administrarse en un
método para efectuar la produccion de tejidos. Por ejemplo, los compuestos antisentido descritos en la presente
descripcién pueden administrarse junto con un método que aumente el grosor del tejido de la cérnea en un sujeto. Tal
método puede asociarse, o no, con un procedimiento oftalmico (por ejemplo, cirugia). Como un ejemplo, los
compuestos antisentido descritos en la presente descripcion pueden administrarse junto con un método que promueva
la curacién o prevenga el dafo tisular en células asociadas con la cérnea del sujeto (por ejemplo, células de la cérnea).

En ciertas modalidades, por ejemplo, el compuesto antisentido disminuye la formacién de cicatrices. En ciertas
modalidades, por ejemplo, el compuesto antisentido reduce la inflamacion. En ciertas modalidades, por ejemplo, el
compuesto antisentido promueve la cicatrizacion de heridas.

En ciertas modalidades preferidas, por ejemplo, el compuesto antisentido se usa en asociaciéon con un procedimiento
de implantacion quirdrgica.

En ciertas modalidades, por ejemplo, el compuesto antisentido se dirige a conexina 43 y se administra para regular la
divisién y el crecimiento de células basales epiteliales.

En ciertos casos, por ejemplo, el compuesto antisentido se dirige a conexina 31.1 y se administra para regular la
queratinizacion de la capa externa.

El trauma ocular de la coérnea puede estar asociado con un procedimiento oftalmico. De acuerdo con ciertas
modalidades, por ejemplo, el procedimiento oftalmico es la extraccion de cataratas. En otras modalidades, por ejemplo,
el procedimiento oftalmico es un trasplante de cérnea. En otras modalidades, por ejemplo, el procedimiento quirdrgico
oftalmico es una cirugia para corregir la refraccion. En otras modalidades, por ejemplo, el procedimiento oftalmico es
una queratotomia radial. En otras modalidades, por ejemplo, el procedimiento oftalmico es una cirugia de filtracion
para el glaucoma. En aun otras modalidades, por ejemplo, el procedimiento oftdlmico es una queratoplastia. En otras
modalidades, por ejemplo, el procedimiento oftalmico es una escision de neoplasia de la superficie ocular. En otras
modalidades, por ejemplo, el procedimiento oftalmico es un injerto de membrana de la conjuntiva o amnidtica. En otras
modalidades, por ejemplo, el procedimiento oftalmico es una escisidn de pterigio y pingeculae. En otras modalidades,
por ejemplo, el procedimiento oftalmico es una cirugia plastica ocular. En otras modalidades, por ejemplo, el
procedimiento oftalmico es una escision de un tumor en el parpado. En otras modalidades, por ejemplo, el
procedimiento oftalmico es un procedimiento reconstructivo del parpado para anomalias congénitas. En otras
modalidades, por ejemplo, el procedimiento oftalmico es una reparacion del ectropién y entropion del parpado. En
otras modalidades, por ejemplo, el procedimiento oftalmico es una cirugia para el estrabismo (musculo ocular). En
otras modalidades, por ejemplo, el procedimiento oftalmico es un trauma ocular penetrante.

En ciertas modalidades adicionales, por ejemplo, se usan compuestos y composiciones para promover la curacion o
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para prevenir el dafio tisular en células asociadas con la cérnea, donde las células asociadas con la cérnea pueden
ser cualquier célula en el ojo, que incluye pero no se limita a las células de la cérnea.

Los agentes para su uso en la invencién, incluidos los compuestos antisentido, pueden aumentar el grosor del tejido
de la cérnea en un sujeto. En ciertas modalidades, por ejemplo, el compuesto antisentido se usa en combinacién con
otro compuesto util para reducir el dafio tisular o promover la curacion. Por ejemplo, los compuestos antisentido pueden
coadministrarse con un factor de crecimiento, citocina o similares.

En otro ejemplo, por ejemplo, se describe una composicién farmacéutica para reducir el dafio tisular asociado con la
cirugia oftalmica. La composicién farmacéutica se formula adecuadamente, por ejemplo, para la administracion topica
o local al ojo de un sujeto que comprende un compuesto antisentido presente en una cantidad suficiente para inhibir
la expresion de una proteina conexina humana en células asociadas con el ojo del sujeto. El compuesto antisentido,
por ejemplo, se dirige preferentemente a al menos aproximadamente 8 nucleobases de una molécula de acido nucleico
que codifica una conexina (por ejemplo, humana) que tiene una secuencia de nucleobases seleccionada de la SEQ
ID NO: 12-31.

En ciertas modalidades, por ejemplo, los compuestos antisentido estan en la forma de una composicion farmacéutica
que comprende un portador o vehiculo farmacéuticamente aceptable y el agente o compuesto antisentido esta
presente en una cantidad eficaz para promover la cicatrizacién de heridas en un sujeto. En ciertas modalidades, las
composiciones farmacéuticas pueden estar, por ejemplo, en una forma adecuada para la administracién tépica, que
incluyen en una forma adecuada para la administracién topica o local al ojo de un sujeto. En ciertas modalidades
adicionales, por ejemplo, las composiciones y formulaciones pueden estar en la forma de un gel, una crema o
cualquiera de las formas descritas en la presente descripcion o conocidas en la técnica, ya sea actualmente o en el
futuro.

En otros casos, se describen composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos antisentido. En un caso, por
ejemplo, se describe una composiciéon farmacéutica para reducir el dafio tisular asociado con un procedimiento
oftalmico (por ejemplo, cirugia), de manera que la composicion farmacéutica se formula para la administracion tépica
o local al ojo de un sujeto y comprende un compuesto antisentido presente en una cantidad suficiente para inhibir la
expresion de una proteina conexina humana en células asociadas con el ojo del sujeto.

En ciertos casos, por ejemplo, el compuesto antisentido se dirige a al menos aproximadamente 8 nucleobases de una
molécula de acido nucleico que codifica una conexina (por ejemplo, humana) que tiene una secuencia de nucleobases
seleccionada de la SEQ ID NO: 12-31.

En ciertas modalidades, por ejemplo, la composicion farmacéutica para su uso en la invencién incluye un portador
farmacéuticamente aceptable que comprende un acido o gel plurénico tamponado. Esto incluye en una modalidad,
por ejemplo, hasta aproximadamente 30 % de acido plurdnico en solucién salina tamponada con fosfato.

En otros casos, se describen métodos para disefiar oligonucleétidos antisentido que se dirijan a uno o mas conexinas.
El método puede incluir la optimizacion de parametros seleccionados, tales como la termoestabilidad, la afinidad y la
especificidad de un oligonucleétido particular con una diana seleccionada. Este método puede usarse para seleccionar
y desarrollar oligonucleétidos antisentido que comprendan una o mas secuencias de polinucleétidos deseadas
particulares. La prueba de los oligonucleétidos antisentido puede llevarse a cabo junto con el método, por ejemplo,
para determinar su capacidad para escindir el ARNm o bloquear la traduccion de una proteina conexina.+

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra imagenes de microscopio confocal in vivo de cérneas 12 horas después de la queratectomia
fotorrefractiva en los ojos tratados con control y oligonucleétidos antisentido.

La Figura 2 muestra el examen histolégico de la remodelacion de cérnea en cérneas de rata tratadas con control (2A,
2B, 2C) y oligodesoxinucleétido antisentido (2D, 2E) 24 horas después de la fotoablaciéon asistida por laser de
excimeros.

La Figura 3 proporciona imagenes de micrografias que muestran la expresion de la proteina conexina 43 en las
coérneas tratadas con control (3A, 3B, 3C) y oligodesoxinucleétido antisentido (3D, 3E, 3F) a las 24 horas después de
la ablacién asistida por laser de excimeros. Los resultados demuestran que los niveles de la proteina conexina 43 se
reducen después del tratamiento con los ODN anti-conexina 43 y dan como resultado un menor grado de reclutamiento
celular en el estroma.

La Figura 4 muestra el marcaje de miofibroblastos 1 semana después de la cirugia mediante el uso de anticuerpos
contra actina alfa de musculo liso. Las Figuras 4A, 4B y 4C son controles; y 4D, 4E, y 4F son corneas tratadas
antisentido.

La Figura 5 muestra el marcaje de laminina-1 de las cdrneas tratadas con control (5A, 5B) y oligodesoxinucleétidos
antisentido para conexina 43 24 horas (5A - 5D) y 48 horas (5E - 5H) después de la queratectomia fotorrefractiva. A
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las 24 horas los controles tenian poca y/o regular deposicidon de laminina en el borde del area ablacionada (5 A) y mas
centralmente (5B) mientras que las cdrneas tratadas antisentido mostraron una deposicion mas regular de laminina
en ambas regiones (5C, 5D). A los 48 horas los controles ain no tenian una deposicién de laminina continua (5E -
borde del area ablacionada; Figura 5F - central) y fue muy irregular (5E). En contraste las cérneas tratadas con ODN
antisentido tenian una lamina basal continua y relativamente uniforme en el borde de la herida (5G) y centralmente
(5H).

La Figura 6 muestra un diagrama esquematico de la cuantificacion de irregularidad de la laminina-1.

La Figura 7 muestra el marcaje inmunohistoquimico para las conexinas 26 y 43 en los cultivos de control (7A) y
después de tres tratamientos con oligodesoxinucledtidos anti-conexina 43 durante un periodo de 24 horas (7B) y
después del tratamiento antisentido especifico para la conexina 31.1 (7C, 7D).

La Figura 8 muestra segmentos de médula espinal de las crias de rata P7 24 horas después de colocarlos en cultivo.
El segmento de control (1) se hincha (flechas) con el tejido que sobresale de los extremos cortados. Las lineas
punteadas marcan las escisiones originales. El examen histolégico muestra que las células son vacuoladas y
edematosas. El dia 5, estos segmentos habian activado la microglia y pocas neuronas supervivientes. Al contrario, el
segmento tratado antisentido (2) ha reducido significativamente la hinchazén en comparacién con los controles (p<0,
001) con edema y vacuolacion celular minimos. Incluso después de 20 dias en cultivo, las neuronas en la materia gris
permanecieron viables con microglia activada limitada a los bordes externos.

La Figura 9 muestra neuronas de un segmento tratado de control (9A) y un segmento tratado antisentido para conexina
43 (9B). Las neuronas en un segmento de control son vacuoladas y edematosas y el tejido circundante se interrumpe,
pero las neuronas en el segmento tratado parecen sanas y viables.

La Figura 10 ilustra el inmunomarcaje de MAP-2 cerca de los extremos de los segmentos de médula espinal cultivados
cinco dias después de colocarlos en cultivo. Los segmentos de control tienen pocas neuronas viables y poco marcaje
de MAP-2 (el 16 % muestra cualquier marca de MAP-2) (10A) mientras que el 66 % de los segmentos tratados tienen
areas de expresion de MAP-2 en los extremos del corte expuestos al medio y/o adyacentes al material de la materia
blanca restante.

La Figura 11 ilustra que las desoxirribozimas escinden selectivamente regiones especificas del ARNm de conexina 43
diana in vitro. Un ARNm de conexina 43 de rata de 2,4 kb (11A) y un ARNm de conexina 43 de ratdén de 1,2 kb (1 1B)
se transcribieron in vitro a partir del plasmido y se incubaron con varias desoxirribozimas durante 1 hora. La region
896-953 del ARNm de rata (11A) no fue concluyente porque no se disefiaron desoxirribozimas para la regién
correspondiente en el ratén. La escision por desoxirribozimas de la region 367-466 en el ARNm de raton (11B), no
coincide con los resultados a partir del ARNm de conexina 43 de rata, probablemente debido a la presencia de 200
pares de bases de la regién no traducida 5' en el ARNm de ratas. Las desoxirribozimas de control defectuosas con
una unica mutacion puntual, df605 y df783, mostraron que tales escisiones fueron especificas. También se observo
en dzI007 y dzl028 de raton algun cebado incorrecto no especifico por las desoxirribozimas contra el ARNm de ratén.
En general, las desoxirribozimas que se dirigen a las regiones de bases 526-622, 783-885 y 1007-1076 mostraron
escision significativa en ambas especies de ARNm de rata y raton.

La Figura 12 ilustra que las desoxirribozimas escinden selectivamente regiones especificas del ARNm de conexina 26
diana in vitro. Un ARNm de conexina 43 de 0,7 kb de rata (12A) y raton (12B) se transcribié in vitro a partir del plasmido
y se incub6 con varias desoxirribozimas durante 1 hora. Los resultados de la escision demuestran que el ARNm de
conexina 26 de roedor tiene al menos dos regiones que son dianas de las desoxirribozimas, en las regiones de bases
318-379 y 493-567. Las desoxirribozimas de control defectuosas con una unica mutacion puntual, df351 y df379,
mostraron que tales escisiones fueron especificas.

La Figura 13 muestra la penetracion y estabilidad del oligémero antisentido en las cérneas cultivadas durante hasta
una hora. Los oligdmeros marcados con Cy3 muestran un marcaje nuclear y citoplasmatico punteado una hora
después del suministro con gel plurénico (13A). La tasa de penetracion de Cy3 visible fue de 10-15 uym después de
una hora en el epitelio de la cérnea (13B). Se usaron sondas oligoméricas marcadas con Tagman para medir la
estabilidad de los oligébmeros antisentido dentro de las células epiteliales mediante el uso del instrumento de barrido
Lambda donde cada panel muestra un espectro de emision de luz de 5 nm hacia el color rojo (13B). La sonda Tagman
intacta muestra la Transferencia de energia de resonancia por fluorescencia con la luz de fluorescencia roja de TAMRA
representada en la escala de grises (13D) mientras que los productos de descomposicion se representan como
fluorescencia verde como se esperaba de FAM (también se muestra en la escala de grises (13C)). La concentracion
eficaz de oligdmeros antisentido en las células podria ser menor que la que puede detectarse mediante la técnica de
fluorescencia.

La Figura 14 ilustra los efectos de diferentes oligdmeros antisentido en la expresion de las proteinas conexina 43
(claro, escala de grises) y conexina 26 (oscuro, escala de grises) demostrados por la escision del ARNm por
desoxirribozimas in vitro. La Figura 4A muestra la expresion normal de la proteina conexina 43 (claro, escala de grises)
en las células basales y la expresion de la proteina conexina 26 (oscuro, escala de grises) en las células basales a
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intermedias de un epitelio corneal tratado con control de gel plurénico. As14 (14B), as769 (14D), as892 (14F) no
mostraron escision por desoxirribozimas (in vitro) y los oligémeros de control DB1 con sentido (14H) no afectaron la
expresion de ambas conexinas en cultivos ex vivo. as605 (14C), as783 (14E) y DB1 (14G) (los tres mostraron escision
positiva por desoxirribozimas in vitro ) mostraron solo una caida de conexina 43 especifica en el epitelio de las corneas
tratadas.

La Figura 15 muestra que los oligdbmeros antisentido para conexina 43 reducen selectivamente la expresion de la
proteina conexina 43 en las cdérneas de ratas. Cada cuadro representa una cérnea individual con diferentes
tratamientos. Los cuadros sdlidos (color negro, DB1, as605, as783, as885, as953 y as1076) mostraron un promedio
del 36 % a 85 % de reduccion en la expresion de conexina 43 en comparacioén con los cuadros coloreados en blanco
(DB1 con sentido, as14, as769 y as892). Todos los oligémeros antisentido que tenian poco o ningun efecto segun lo
pronosticado por el ensayo de prediccion de bidesoxirribozima terciaria, mostraron un promedio de 85 % a 134 % de
la expresion de conexina 43 normal. Todos los experimentos se normalizaron con respecto a la densidad media de
conexina 43 tratada con DB1 con sentido y como resultado dos oligdmeros negativos (as769 y as892) mostraron
mayor densidad de conexina 43 que el tratamiento de control con DB1 con sentido.

La Figura 16 ilustra una comparacion de los niveles de ARNm de conexina 43 en la cornea de rata tratada con
oligémeros antisentido o con sentido evaluados mediante el uso de PCR en tiempo real. El nivel se expresa como un
porcentaje de cérnea tratada solo con gel plurénico. Los tres oligodexonucleétidos antisentido que eran funcionales
segun lo pronosticado por el ensayo in vitro, DB1As, As605 y As783 (barras negras), redujeron la expresion de ARNm
de conexina 43 al 46,8 %, 44 % y 25 % de los niveles normales (barra abierta para gel solo) respectivamente (**
p<0,001). No se observé reduccion para el oligémero de control DB1 con sentido (106 %) (barra abierta DB1 con
sentido). As769, que no mostré ninguna escisién del ARNc de Cx43 en el ensayo de prediccion de desoxirribozima
terciaria in vitro, sirvid como un control negativo (148 %) (barra abierta As769).

La Figura 17 ilustra una comparacion de los niveles de ARNm de conexina 26 en la cornea de rata tratada con
oligbmeros antisentido o sentido (control) y evaluados mediante el uso de PCR en tiempo real. El nivel se expresa
como porcentaje de cérnea tratada solo con gel plurénico (barra abierta para gel solo). As330 y As375 redujeron la
expresion del ARNm de Cx26 al 33 % y 71 % respectivamente (** p<0,001) (barras negras). No se observé reduccion
con el oligdmero Rv330 con sentido (109 %) (barra abierta Rv330).

Descripcion detallada

La practica de las presentes invenciones puede emplear diversas técnicas convencionales de biologia molecular
(incluidas las técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica, quimica de acidos nucleicos e
inmunologia, que estan dentro de la experiencia de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la
bibliografia, e incluyen pero no se limitan a, solamente a modo de ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
segunda edicion (Sambrook y otros, 1989) y Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera ediciéon (Sambrook y
Russel, 2001), conjuntamente e individualmente referidos en la presente descripcion como “Sambrook”;
Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed., 1984); Animal Cell Culture (R. I. 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, incluidos
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, y N. A. Staines, eds., Weinheim: VCH Verlags gesellschaft mbH, 1993), Harlow y Lane
(1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York y Harlow y Lane (1999) Using
Antibodies: A5 Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (conjuntamente e
individualmente referidos en la presente descripcion como Harlow y Lane), Beaucage y otros eds., Current Protocols
in Nucleic Acid Chemistry John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 2000); y Agrawal, ed., Protocols for Oligonucleotides
and Analogs, Synthesis and Properties Humana Press Inc., Nueva Jersey, 1993).

Definiciones

Antes de describir adicionalmente las invenciones en general y en términos de diversas modalidades especificas no
limitantes, se exponen ciertos términos usados en el contexto de la descripciéon 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. Esos términos que no se definen a continuacién ni en otra
parte en la descripcidon deberan tener el significado reconocido en la técnica.

Los “compuestos antisentido” incluyen diferentes tipos de moléculas que actian para inhibir la expresion, traduccion
o funcién génica, incluidas las que actian mediante el direccionamiento especifico de secuencia de los ARNm para
aplicaciones terapéuticas.

Por lo tanto, los compuestos antisentido incluyen, por ejemplo, las principales moléculas de silenciamiento génico
basadas en acidos nucleicos tales como, por ejemplo, los acidos oligodesoxirribonucleicos (ODN) antisentido
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modificados quimicamente, ribozimas y ARNip (Scherer, L. J. y Rossi, J. J. Nature Biotechnol. 21: 1457-1465 (2003).
Los compuestos antisentido pueden incluir, ademds, moléculas antisentido tales como, por ejemplo, acidos nucleicos
peptidicos (PNA) (Braasch, D. A. y Corey, D. R., Biochemistry 41, 4503-4510 (2002)), morfolino fosforodiamidatos
(Heasman, J., Dev. Biol, 243, 209-214 (2002), ADNzimas (Schubert, S. y otros, Nucleic Acids Res. 31, 5982-5992
(2003). Chakraborti, S. y Banerjea, A. C., Mol. Ther. 7, 817-826 (2003), Santoro, S. W. y Joyce, G. F. Proc. Natl Acad.
Sci. USA 94, 4262M266 (1997), y los ARN nucleares pequefios de U1 mutados en el extremo &' recientemente
desarrollados (Fortes, P. y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100, 82648269 (2003)).

El término “secuencias antisentido” se refiere a polinucleétidos que tienen actividad de compuesto antisentido e
incluyen, pero no se limitan a, secuencias complementarias o parcialmente complementarias, por ejemplo, a una
secuencia de ARN. Por lo tanto, las secuencias antisentido incluyen, por ejemplo, secuencias de &cidos nucleicos que
se unen a un ARNm o porciones de este para bloquear la transcripcion del ARNm por los ribosomas. Los métodos
antisentido en general son bien conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo, la publicacion PCT W094/12633, y Nielsen
y otros, 1991, Science 254:1497;0ligonucleotides and Analogues, A Practical Approach, editado por F. Eckstein, IRL
Press en Oxford University Press (1991); Antisense Research and Applications (1993, CRC Press.

Como se usa en la presente descripcion, “ARN mensajero” no solo incluye la informacién de secuencia para codificar
una proteina mediante el uso del cédigo genético de tres letras, sino también las secuencias de ribonucledtidos
asociadas que forman la regiéon morfolino fosforodiamidatos 5' no traducida, la regién no traducida 3', y la regién de
caperuza 5', asi como también las secuencias de ribonucleétidos que forman diversas estructuras secundarias. Los
oligonucleétidos pueden formularse de acuerdo con esta invencion los cuales se dirigen completamente o en parte a
cualquiera de estas secuencias.

En general, los acidos nucleicos (incluidos los oligonucleétidos) pueden describirse como "similares a ADN" (es decir,
que tienen azucares 2’-desoxi y, generalmente, bases de T en lugar de U) o "similares a ARN" (es decir, que tiene
azucares 2'-hidroxilo o modificados en 2'y, generalmente, bases de U en lugar de T). Las hélices de acidos nucleicos
pueden adoptar mas de un tipo de estructura, mas cominmente las formas A y B. Se considera que, en general, los
oligonucledtidos que tienen estructura similar a la forma B son "similares a ADN" y los que tienen estructura similar a
la forma A son "similares a ARN".

El término “complementario” generalmente se refiere a la unién natural de polinucleétidos bajo condiciones salinas y
de temperatura permisivas mediante el apareamiento de bases. 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 existe la
complementariedad total entre las moléculas monocatenarias. El grado de complementariedad entre las moléculas de
acido nucleico tiene efectos significativos en la eficiencia y resistencia de la hibridacion entre ellos. "Hibridable" y
"complementario" son términos que se usan para indicar un grado suficiente de complementariedad de manera que
se produce la unidn estable entre el ADN o ARN diana y el oligonucledtido. Se entiende que un oligonucleétido no
necesita ser 100 % complementario a su secuencia de acidos nucleicos diana para hibridarse, y también se entiende
que la union puede ser especifica de diana, o puede unirse a otras moléculas que no son diana siempre que la unién
no especifica no impida de manera significativa o indeseable el objetivo terapéutico u otro objetivo. Un oligonucleétido
se usa para interferir con la funcion normal de la molécula diana para provocar una pérdida o disminucion de su
actividad, y se prefiere que exista un grado suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica o no
deseada del oligonucleétido a secuencias que no son diana en condiciones en las que se desea la unién especifica,
es decir, en condiciones fisiolégicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico o, en el caso de ensayos
in vitro, en las condiciones en las que se realizan los ensayos. En el contexto de ciertas modalidades de la invencion,
no se requiere una complementariedad absoluta. Generalmente se prefieren polinucleétidos que tengan suficiente
complementariedad para formar un duplex con una temperatura de fusién mayor que 20 °C, 30 °C o 40 °C en
condiciones fisioldgicas.

Un "trastorno” es cualquier afeccidon que se beneficiaria del tratamiento con una molécula o composicion que incluye
las descritas o reivindicadas en la presente descripcion. Este incluye trastornos o enfermedades crénicas y agudas
que incluyen las afecciones patoldgicas que predisponen al mamifero al trastorno en cuestion.

El “direccionamiento” de un oligonucleétido a un acido nucleico diana elegido puede ser un proceso de mdltiples
etapas. El proceso puede comenzar con la identificacion de una secuencia de acidos nucleicos cuya funciéon debe
modularse. Esta puede ser, por ejemplo, un gen celular (0 ARNm producido a partir del gen) cuya expresién se asocia
con un estado de enfermedad particular, o un acido nucleico extrafio (ARN o ADN) de un agente infeccioso. El proceso
de direccionamiento puede incluir, ademas, la determinaciéon de un sitio o sitios dentro de la secuencia de acidos
nucleicos para que se produzca la interaccion del oligonucleétido de manera que el efecto deseado, es decir, se
obtenga la inhibicién de la expresion de proteinas, la reduccién de la deteccion de proteinas u otra modulacion de la
actividad. Una vez que se han identificado un sitio o sitios diana, se eligen compuestos antisentido (por ejemplo,
oligonucledtidos) que son complementarios de manera suficiente o conveniente a la diana, es decir, hibridan lo
suficiente y con una especificidad adecuada o conveniente de cualquier otra manera, para dar la modulacién
conveniente. Las dianas descritas en la presente descripcion incluyen moléculas de acido nucleico que codifican una
0 mas conexinas. El proceso de direccionamiento puede incluir, ademas, la determinacion de un sitio o sitios para que
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se produzca la interaccion antisentido de manera que se obtenga el efecto deseado. Un sitio intragénico preferido, por
ejemplo, es la regién que abarca el codon de iniciacion o terminacion de la traduccion del marco de lectura abierto
(ORF) del gen. El coddn de iniciacion de la traduccion es tipicamente 5'-AUG (en las moléculas de ARNm transcritas;
5'-ATG en la molécula de ADN correspondiente), y puede denominarse también como el "codéon AUG", el "codon de
inicio" o el "coddn de inicio AUG". Una minoria de genes tienen un coddn de iniciaciéon de la traduccion que tiene la
secuencia de ARN 5'-GUG, 5'-UUG o 5'-CUG, y 5-AUA, 5-ACG y 5-CUG que se ha demostrado que funcionan in
vivo. Por lo tanto, los términos “codén de iniciacion de la traduccion” y “codén de inicio” pueden abarcar muchas
secuencias de codones, incluso aunque el aminoacido iniciador en cada caso sea tipicamente metionina (en
eucariotas) o formilmetionina (en procariotas). En la técnica también se conoce que los genes eucariotas y procariotas
pueden tener dos o mas codones de inicio alternativos, cualquiera de los cuales puede utilizarse preferentemente para
la iniciacién de la traduccion en un tipo de célula o tejido particular, o bajo un conjunto particular de condiciones.

El término "oligonucledtido" incluye un oligémero o polimero de monémeros de nucleétidos o nucleésidos que consiste
en bases de origen natural, azucares y enlaces entre azucares (cadena principal). El término "oligonucleétido" incluye
ademas oligdmeros o polimeros que comprenden mondmeros de origen no natural, o porciones de estos, que
funcionan de manera similar. Tales oligonucleétidos modificados o sustituidos se prefieren frecuentemente sobre las
formas nativas debido a las propiedades tales como, por ejemplo, mejor absorcién celular, mayor estabilidad en
presencia de nucleasas o mejor afinidad por la diana. Se ha demostrado que varias modificaciones de nucledtidos y
nucledsidos producen que el oligonucledtido en el que se incorporan sea mas resistente a la digestion por nucleasas
que el oligodesoxinucledtido nativo (ODN). La resistencia a las nucleasas se mide rutinariamente mediante la
incubacién de oligonucledtidos con extractos celulares o soluciones de nucleasas aisladas y midiendo la extensién del
oligonucleétido intacto que permanece en el tiempo, usualmente mediante electroforesis en gel. Los oligonucleétidos,
que se han modificado para mejorar su resistencia a las nucleasas, pueden sobrevivir intactos durante un tiempo mas
largo que los oligonucledtidos no modificados. Se ha demostrado, ademas, que varias modificaciones aumentan la
union (afinidad) del oligonucledtido a su diana. La afinidad de un oligonucleétido por su diana se determina
rutinariamente midiendo la Tm (temperatura de fusién) de un par de oligonucleétidos/diana, que es la temperatura a
la cual el oligonucleétido y la diana se disocian. La disociacion se detecta mediante espectrofotometria. Cuanto mayor
sea la Tm, mayor es la afinidad del oligonucledtido por la diana. En algunos casos, las modificaciones de
oligonucleétidos que mejoran la afinidad de union a la diana también son capaces de mejorar la resistencia a las
nucleasas.

Un “polinucledtido” significa una pluralidad de nucleétidos. Por lo tanto, todos los términos “secuencia de nucledtidos”
0 “acido nucleico” o “polinucledtido” u “oligonucledtido” u “oligodesoxinucledtido” se refieren a un heteropolimero de
nucleostidos o la secuencia de estos nucleétidos. Estas frases también se refieren al ADN o ARN de origen gendémico
o sintético que puede ser monocatenario o bicatenario y puede representar la cadena con sentido o antisentido, al
acido nucleico peptidico (PNA) o a cualquier material similar al ADN o similar al ARN.

Un polinucledtido que codifica un conexina, un fragmento de conexina, o una variante de conexina incluye un
polinucledtido que codifica: la forma madura de la conexina encontrada en la naturaleza; la forma madura de la
conexina encontrada en la naturaleza y la secuencia codificante adicional, por ejemplo, una secuencia lider o sefial o
una secuencia de proproteina; cualquiera de las anteriores y secuencias no codificantes (por ejemplo, intrones o
secuencia no codificante 5' y/o secuencia codificante 3' para la forma madura del polipéptido encontrado en la
naturaleza); fragmentos de la forma madura de la conexina encontrada en la naturaleza; y variantes de la forma
madura de la conexina encontrada en la naturaleza. Por lo tanto, “polinucleétido que codifica conexina” y similares
abarcan los polinucleétidos que incluyen solo una secuencia codificante para una conexina, fragmento o variante
deseada, asi como también un polinucleétido que incluye secuencias codificantes y/o no codificantes adicionales.

Los términos “peptidomiméticos” y “mimético” se refieren a un compuesto quimico sintético que puede tener
sustancialmente las mismas caracteristicas estructurales y funcionales de los polipéptidos antisentido descritos en la
presente descripcidn y que imitan la actividad inhibitoria especifica a conexina, al menos en parte y hasta cierto punto.
Los analogos peptidicos se usan comunmente en la industria farmacéutica como farmacos no peptidicos con
propiedades analogas a las del péptido molde. Estos tipos de compuestos no peptidicos se denominan “miméticos
peptidicos” o “peptidomiméticos” (Fauchcrc, J. Adv. Drug Res. 15: 29 (1986); Veber y Freidinger; TINS; 392 (1985); y
Evans y otros, J. Med. Chem. 30: 1229 (1987); Beeley N., Trends Biotechnol. Junio de 1994;12(6): 213-6.; Kieber-
Emmons T, y otros; Curr Opin Biotechnol. Agosto de 1997;8(4): 435-41. Los miméticos peptidicos que son
estructuralmente similares a los péptidos terapéuticamente utiles pueden usarse para producir un efecto equivalente
o terapéutico o profilactico mejorado. En general, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un polipéptido
paradigmatico (es decir, un polipéptido que tiene una actividad biolégica o farmacoldgica), tal como un polinucleétido
antisentido, pero tienen uno o mas enlaces peptidicos opcionalmente reemplazados 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
-CH2SO0-. El mimético puede estar compuesto completamente por analogos sintéticos, no naturales de aminoacidos
0 es una molécula quimérica de aminoacidos peptidicos parcialmente naturales y analogos de aminoacidos
parcialmente no naturales. El mimético también puede incorporar cualquier cantidad de sustituciones conservadoras
de aminoacidos naturales siempre y cuando tales sustituciones tampoco alteren sustancialmente la estructura y/o
actividad del mimético. Por ejemplo, una composicion mimética esta dentro del alcance de la invencién si es capaz de
regular negativamente las actividades biolégicas de la conexina 43, tal como, por ejemplo, la comunicaciéon entre
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células mediada por las uniones de tipo hendidura.
El término “composicion” pretende abarcar un producto que comprende uno o mas ingredientes.

Los términos “modulador” y “modulacién” de la actividad de conexina, como se usa en la presente descripciéon en sus
diversas formas, pretenden abarcar la inhibicion en su totalidad o en parte de la expresién o actividad de una conexina.
Tales moduladores incluyen agonistas de moléculas pequefias y antagonistas de la funcidon o expresiéon de conexina,
moléculas antisentido, ribozimas, moléculas triples, y polinucleétidos de ARNi, métodos de terapia génica y otros.

La frase “porciento (%) de identidad” se refiere al porcentaje de similitud de secuencias encontrada en una
comparacion de dos o mas secuencias. El porciento de identidad puede determinarse electrénicamente mediante el
uso de cualquier software adecuado. Igualmente, la “similitud” entre dos secuencias (0 una o mas porciones de
cualquiera o ambas de ellas) se determina comparando la secuencia de una secuencia con una segunda secuencia.

Por “farmacéuticamente aceptable” se entiende, por ejemplo, un portador, diluyente o excipiente que es compatible
con los otros ingredientes de la formulacién y es adecuado para la administracion a un receptor de este.

En general, el término “proteina” se refiere a cualquier polimero de dos 0 mas aminoacidos individuales (ya sea de
origen natural o no) unido a través de enlaces peptidicos, como se produce cuando el atomo de carbono carboxilico
del grupo de 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.
Estos enlaces peptidicos y los atomos que los comprenden (es decir, los &tomos de carbono alfa, &tomos de carbono
carboxilico (y sus atomos de oxigeno sustituyentes) y los atomos de nitrégeno amino (y sus atomos de hidrégeno
sustituyentes) forman la “cadena principal polipeptidica” de la proteina. Ademas, como se usa en la presente
descripcidn, se entiende que el término “proteina” incluye los términos “polipéptido” y “péptido” (que, a su vez, pueden
usarse indistintamente en la presente descripcidon). De manera similar, puede hacerse referencia en la presente
descripcion a fragmentos, analogos, derivados y variantes de proteinas como “proteinas”, y se considerara que es 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 de todos los residuos de aminoacidos de la proteina. Como se apreciara, un
“fragmento” de una proteina puede ser una forma de la proteina truncada en el extremo amino terminal, el extremo
carboxilo terminal y/o internamente (tal como mediante corte y empalme natural), y puede ser también una variante
y/o derivado. Un “dominio” de una proteina es también un fragmento y comprende los residuos de aminoacidos de la
proteina requeridos para conferir la actividad bioquimica correspondiente a la proteina de origen natural. Las moléculas
truncadas que son polimeros bioldgicos lineales tales como moléculas de acido nucleico o polipéptidos pueden tener
una o mas de una delecioén de cualquier extremo terminal de la molécula y/o una o mas deleciones de una regién no
terminal de la molécula, donde tales deleciones pueden ser deleciones de aproximadamente 1-1,500 residuos de
nucleétidos o aminoacidos contiguos, preferentemente aproximadamente 1-500 residuos de nucleétidos o
aminoacidos contiguos y con mayor preferencia aproximadamente 1-300 residuos de nucledtidos o aminoacidos
contiguos, que incluyen deleciones de aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31-40, 41-50, 51-74, 75-100, 101-150, 151-200, 201-250 o0 251-299 residuos
de nucledtidos 0 aminoacidos contiguos.

El término “condiciones rigurosas” se refiere a condiciones que permiten la hibridacion entre polinucleétidos. Las
condiciones rigurosas se pueden definir por la concentracion salina, la concentracion de solvente organico (por
ejemplo, formamida), la temperatura y otras condiciones bien conocidas en la técnica. La rigurosidad puede
aumentarse mediante la reduccion de la concentracion de sal, el aumento de la concentracion de solventes organicos
(por ejemplo, formamida) o la elevacion de la temperatura de hibridacién. Por ejemplo, la concentracion salina rigurosa
sera habitualmente menor que aproximadamente 750 nM de NaCl y 75 nM de citrato trisdédico, preferentemente menor
que aproximadamente 500 nM de NaCl y 50 nM de citrato trisédico, y con la maxima preferencia menor que
aproximadamente 250 nM de NaCl y 25 nM de citrato trisddico. La hibridacién a baja rigurosidad puede obtenerse en
ausencia de solvente organico, por ejemplo, formamida, mientras que la hibridacién a alta rigurosidad puede obtenerse
en presencia de un solvente organico (por ejemplo, al menos aproximadamente 35 % de formamida, con la maxima
preferencia al menos aproximadamente 50 % de formamida). Las condiciones de temperatura rigurosas incluiran
habitualmente 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 variaciéon de
parametros adicionales, por ejemplo, el tiempo de hibridacion, la concentracion de detergente, por ejemplo, el dodecil
sulfato de sodio (SDS), y la inclusion o exclusion del ADN portador, son bien conocidos por los expertos en la técnica.
Los diversos niveles de rigurosidad se logran combinando estas diversas condiciones segun sea necesario y estan
dentro de la experiencia en la técnica. Las condiciones de hibridacion rigurosas también pueden ser definidas por
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. Tal como
se usa en la presente descripcion, la temperatura de fusion es la temperatura a la que una poblacién de moléculas de
acido nucleico bicatenario se semidisociada en cadenas simples. Los métodos para calcular la Tm de acidos nucleicos
son bien conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Berger y Kimmel, 1987, Methods In Enzymology, Vol. 152: Guide
To Molecular Cloning Techniques, San Diego: Academic Press, Inc. y Sambrook y otros, (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2da Ed., Volumenes 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory). Como lo indican las referencias

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 374 T3

estandar, puede calcularse una estimacion simple del valor de Tm mediante la ecuacion: Tm = 81,5 + 0,41(% de G +
C), cuando un acido nucleico esta en solucién acuosa a 1 M de NaCl (ver, por ejemplo, Anderson y Young,
“Quantitative Filter Hybridization” in Nucleic Acid Hybridization (1985)). La temperatura de fusion de un hibrido (y por
lo tanto, las condiciones para la hibridacion rigurosa) se ve afectada por diversos factores tales como la longitud y la
naturaleza (ADN, ARN, composicion de bases) de la sonda y la naturaleza de la diana (ADN, ARN, composicion de
bases, presente en solucion o inmovilizada, y similares), y las concentraciones de sales y otros componentes (por
ejemplo, presencia o ausencia de formamida, sulfato de dextrano, polietilenglicol). Los efectos de estos factores son
bien conocidos y se analizan en las referencias estandar en la técnica, ver por ejemplo, Sambrook, mas arriba, y
Ausubel, mas arriba. Tipicamente, las condiciones de hibridacion rigurosas son las concentraciones salinas menores
que aproximadamente 1,0 M de ion de sodio, tipicamente aproximadamente 0,01 a 1,0 M de ion de sodio a pH de 7,0
a 8,3, y las temperaturas de al menos aproximadamente 30 °C para las sondas cortas (por ejemplo, de 10 a 50
nucleétidos) y de al menos aproximadamente 60 °C para las sondas largas (por ejemplo, de mas de 50 nucledtidos).
Como se sefald, las condiciones rigurosas también pueden lograrse con la adicién de agentes desestabilizantes tales
como formamida, en cuyo caso pueden emplearse temperaturas mas bajas. En la presente invencion, el polinucleétido
puede ser un polinucleétido que se hibrida al ARNm de conexina 43 en condiciones de rigurosidad media a alta tal
como 0,03 M de cloruro de sodio y 0,03 M de citrato de sodio a de aproximadamente 50 a aproximadamente 60 grados
centigrados.

La expresién “cantidad con eficacia terapéutica” significa la cantidad del compuesto objeto que provocara una
respuesta conveniente, por ejemplo, una respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema, animal o ser humano que
es buscada, por ejemplo, por un investigador, veterinario, médico u otro clinico.

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

El término “vector” se refiere a una amplificacion, replicacion, y/o vehiculo de expresién de moléculas de acido nucleico
en forma de un plasmido, fago, virus u otro sistema (ya sea de origen natural o sintético) para el suministro de acidos
nucleicos a células donde el plasmido, fago o virus puede ser funcional con células bacterianas, de levadura, de
invertebrados y/o huésped de mamifero. El vector puede permanecer independiente del ADN gendmico de la célula
huésped o puede integrarse en su totalidad o en parte con el ADN gendmico. En general, el vector no necesitara
contener todos los elementos necesarios para que sea funcional en cualquier célula huésped con la que sea
compatible. Un “vector de expresion” es un vector capaz de dirigir la expresion de un polinucledtido exégeno, por
ejemplo, un polinucleétido que codifica una proteina de fusién de dominio de unién, bajo condiciones apropiadas.

Como se describe en la presente descripcion, los términos “homologia y homdlogos” incluyen los polinucleétidos que
pueden ser un homélogo de secuencia en el polinucleétido 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 la secuencia relevante, por ejemplo sobre una regiéon de al menos
aproximadamente 15, 20, 30, 40, 50, 100 nucleétidos mas contiguos (de la secuencia homdloga).

La homologia puede calcularse con base en cualquier método en la técnica. Por ejemplo el Paquete UWGCG
proporciona el programa BESTFIT que puede usarse para calcular la homologia (por ejemplo, usado en sus
configuraciones predeterminadas) (Devereux y otros (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395). Los algoritmos
PILEUP y BLAST pueden usarse para calcular la homologia o alinear secuencias (tipicamente en sus configuraciones
predeterminadas), por ejemplo, como se describe en Altschul S. F. (1993); J Mol Evol 36: 290-300; Altschul, S. F. y
otros; (1990); J Mol Biol 215: 403-10. El software para realizar el analisis BLAST esta disponible publicamente a través
del National Center for Biotechnology Information (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/L). Este algoritmo implica en primer
lugar la identificacion de un par de secuencias de puntuacion alta mediante la identificacion de palabras cortas de
longitud W en la secuencia de consulta que coinciden o satisfacen algunas puntuaciones de umbral de valor positivo
T cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. T se denomina el
umbral de puntuaciéon de palabras vecinas (Altschul y otros, mas arriba). Estos aciertos iniciales en las palabras
vecinas actlan como semillas para iniciar busquedas para encontrar las HSP que las contienen. Los aciertos de
palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta que pueda aumentarse la puntuacion
acumulativa del alineamiento. Las extensiones para los aciertos de palabras en cada direccion se interrumpen cuando:
la puntuaciéon acumulativa del alineamiento cae en la cantidad X desde su valor maximo alcanzado; la puntuacion
acumulativa pasa a cero 0 mas abajo, debido a la acumulacién de una o mas alineaciones de residuos de puntuacion
negativa; o se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la
sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BLAST usa como valores predeterminados una longitud de
palabra (W) de 11, los alineamientos de matriz de puntuacién (B) BLOSUM62 (ver Henikoff y Henikoff (1992) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4, y una comparacién de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias; ver por ejemplo, Karlin y Altschul
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787. Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es
la probabilidad de suma mas pequeia (P (N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad a la cual se producira
una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos al azar. Por ejemplo, se considera que una

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 374 T3

secuencia es similar a otra secuencia si la probabilidad de suma mas pequefia en comparacién con la primera
secuencia es menor que aproximadamente 1, preferentemente menor que aproximadamente 0,1, con mayor
preferencia menor que aproximadamente 0,01 y con la maxima preferencia menor que aproximadamente 0,001.

La secuencia homdloga tipicamente difiere de la secuencia relevante en al menos (o en 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 homdloga tipicamente se hibrida de manera selectiva a la secuencia original a un nivel significativamente
superior al de fondo. La hibridacion selectiva se logra tipicamente mediante el uso de condiciones de rigurosidad media
a alta (por ejemplo, 0,03 M de cloruro de sodio y 0,03 M de citrato de sodio a de aproximadamente 50 grados C a
aproximadamente 60 grados C). Sin embargo, tal hibridacion puede llevarse a cabo bajo cualquier condiciéon adecuada
conocida en la técnica (ver Sambrook y otros (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual). 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 aplicaciéon deseada. Las células incluyen células
eucariotas y procariotas.

El término “producto génico” se refiere a una molécula de ARN transcrita a partir de un gen, o a 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 para el uso de polinucleétidos recombinantes para producir
productos génicos en células u otros sistemas bioldgicos, o a un polipéptido (“proteina recombinante”) codificado por
un polinucleétido recombinante. Por lo tanto, un polinucleétido “recombinante” se define ya sea por su método de
produccién o por su estructura. En referencia a su método de produccion, el proceso se refiere al uso de técnicas de
acido nucleico recombinante, por ejemplo, que implican la intervencién humana en la secuencia de nucleétidos,
tipicamente la seleccion o produccién. Alternativamente, puede ser un polinucleétido producido mediante la generacion
de una secuencia que comprende una fusién de dos o mas fragmentos que no son naturalmente contiguos entre si.
Asi, por ejemplo, se abarcan los productos producidos mediante la transformacion de células con cualquier vector de
origen no natural, como son los polinucledtidos que comprenden la secuencia derivada mediante el uso de cualquier
proceso de oligonucledtido sintético. De manera similar, un polipéptido “recombinante” es uno expresado a partir de
un polinucledtido recombinante.

Una “célula huésped recombinante” es una célula que contiene un vector, por ejemplo, un vector de clonacion 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.

En la presente se describen métodos para el uso de compuestos y composiciones para la modulacion especifica de
sitio de la expresion de proteinas asociadas con uniones de tipo hendidura para la cicatrizacion de heridas, por
ejemplo, asi como también, por ejemplo, aplicaciones de cicatrizacion de heridas y/o de remodelacién de tejidos
quirdrgicamente relacionadas. Los métodos descritos son Utiles, por ejemplo, para corregir defectos visuales junto con
cirugia asistida por laser, para producir la cérnea in vitro, y para los tratamientos oculares directos en los se desea la
remodelacion de la cérnea, incluidos los preformados independientes o alternativamente, junto con un procedimiento
(por ejemplo, cirugia) realizado en el ojo. La modulacion antisentido de la comunicacién directa entre células esta
mediada preferentemente por moléculas que reducen directa o indirectamente el acoplamiento entre las células en los
tejidos. Tales moléculas incluyen polinucledtidos tales como desoxinucledtidos antisentido, nucledtidos morfolino,
ARNi y desoxirribozimas dirigidos a isoformas de conexina especificas que dan como resultado una reduccion de la
traduccion de la isoforma de la proteina e interfieren con la funcion de las uniones de tipo hendidura celulares. La
administracion de estos compuestos antisentido da como resultado la reducciéon de la comunicacion entre células
mediada por las uniones de tipo hendidura en el sitio en el cual la expresién de conexina se regula negativamente.

Las conexinas desempefan funciones importantes en la sefalizacion entre células mediada por las uniones de tipo
hendidura. La sobreexpresion de la conexina se asocia con la cicatrizacion después de la cirugia y la remodelacion
de tejidos inducida después del trauma. Como se describe en la presente descripcion, las conexinas representan
dianas utiles para el tratamiento de efectos adversos asociados con el trauma de la cérnea y la remodelacion de tejidos
después de la cirugia; y para enfermedades y trastornos donde es conveniente la dispersion localizada en la
comunicacioén directa entre células. Particularmente, la modulacion de la expresion de conexinas puede ser util para
la modulaciéon especifica de sitio de la expresién de proteinas asociadas con la unién de tipo hendidura para
aplicaciones de remodelacién de tejidos/produccion de tejidos. Los compuestos antisentido descritos en la presente
descripcién pueden usarse para la modulacién de conexinas en asociaciéon con procedimientos oftalmicos o cirugias
tales como, por ejemplo, cirugia de cataratas, cirugia de lentes intraoculares, cirugia de trasplante de cérnea y algunos
tipos de cirugia para el glaucoma y otros procedimientos descritos en la presente descripcion.

La modulacién de las conexinas puede aplicarse en trastornos oftalmicos que afectan el segmento posterior, incluida
la retina y la lente. La modulacion de las conexinas puede aplicarse en trastornos oftalmicos que afectan el segmento
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anterior, que incluye la cérnea, la conjuntiva y la esclerética. Los trastornos del segmento posterior incluyen agujeros
maculares y degeneracion, desgarros de la retina, retinopatia diabética, vitreorretinopatia y trastornos diversos. Un
trastorno de la lente puede incluir cataratas. Aun en otro aspecto, se contempla que los trastornos de la cérnea son
trastornos refractivos tales como las secuelas de la queratotomia radial, ojo seco, conjuntivitis viral, conjuntivitis
ulcerosa y formacién de escaras en la cicatrizaciéon de heridas, tales como, por ejemplo, heridas epiteliales de la cornea
y las consecuencias del sindrome de Sjogren.

En la presente descripcion se describen compuestos antisentido, particularmente oligonucleétidos, para su uso en la
modulacién de la funcién de moléculas de acido nucleico que codifican conexinas, lo que en Ultima instancia modula
la cantidad de las conexinas producidas. Esto se logra proporcionando oligonucleétidos que se hibriden
especificamente con acidos nucleicos, preferentemente ARNm, que codifican conexinas.

Esta relacion entre un compuesto antisentido tal como un oligonucleétido y su acido nucleico complementario diana,
al cual se hibrida, se denomina comunmente "antisentido". Tal como se describe en la presente descripcion, el
"direccionamiento” de un oligonucledétido a un acido nucleico diana elegido es tipicamente un proceso de multiples
etapas. El proceso usualmente comienza con la identificaciéon de una secuencia de acidos nucleicos cuya funcion debe
modularse. Esto puede ser, como un ejemplo, un gen celular (0 ARNm producido a partir del gen) cuya expresion se
asocia con un estado de enfermedad particular. Las dianas son acidos nucleicos que codifican conexinas; en otras
palabras, un gen que codifica conexina, o ARNm expresado a partir del gen de conexina. El ARNm que codifica la
conexina es actualmente una diana preferida. El proceso de direccionamiento también incluye la determinacion de un
sitio o sitios dentro de la secuencia de acidos nucleicos para que se produzca la interaccion antisentido de manera
que dé como resultado la modulacién de la expresién génica.

En el contexto de la invencion, el ARN mensajero incluye no solo la informacion para codificar una proteina mediante
el uso del cédigo genético de tres letras, sino también los ribonucleétidos asociados que forman una regién conocida
por tales personas como la regién no traducida 5’, la region no traducida 3, la regién caperuza 5' y los ribonucleétidos
de unién intrén/exdn. Por lo tanto, los oligonucleétidos pueden formularse de acuerdo con la presente invencion los
cuales se dirigen totalmente o en parte a estos ribonucleétidos asociados asi como también a los ribonucleétidos
informativos. Por lo tanto, el oligonucleétido puede ser especificamente hibridable con una region del sitio de iniciacion
de la transcripcion, una region del codon de iniciacion de la traduccion, una region caperuza 5’, una union intron/exén,
secuencias codificantes, una region de codon de terminacion de la traduccion o secuencias en la region no traducida
5 0 3. Dado que el coddn de iniciacion de la traduccion es tipicamente 5’-AUG (en las moléculas de ARNm transcrito;
5'-ATG en la molécula de ADN correspondiente), el codén de iniciacion de la traduccion también se denomina “codén
de AUG”, el “coddn de inicio” o el “codén de inicio AUG.” Una minoria de genes tienen un codoén de iniciacion de la
traduccion que tiene la secuencia de ARN 5'-GUG, 5-UUG o 5'-CUG, y se ha demostrado que 5-AUA, 5'-ACG y 5'-
CUG funcionan in vivo. Por lo tanto, los términos “coddn de iniciacion de la traduccion” y “codén de inicio” pueden
abarcar muchas secuencias de codones, incluso aunque el aminoacido iniciador en cada caso sea tipicamente
metionina (en eucariotas) o formilmetionina (procariotas). En la técnica también se conoce que los genes eucariotas y
procariotas pueden tener dos o mas codones de inicio alternativos, cualquiera de los cuales puede utilizarse
preferentemente para la iniciacién de la traduccién en un tipo de célula o tejido particular, o bajo un conjunto particular
de condiciones. En el contexto de la invencion, “coddn de inicio” y “coddn de iniciacion de la traduccion” se refieren al
codon o codones que se usan in vivo para iniciar la traduccion de una molécula de ARNm transcrita a partir de un gen
que codifica la conexina, independientemente de la(s) secuencia(s) de tales codones. En la técnica también se conoce
que un codén de terminacion de la traduccién (o "codén 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 "regiéon de codén de inicio", "region de AUG" y "region de coddn de iniciacién de la
traduccion" se refieren a una porcion de un ARNm tal o gen que abarca de aproximadamente 25 a aproximadamente
50 nucleétidos contiguos en cualquier direccion (es decir, 5’ 0 3’) de un coddn de inicio de la traduccion. Esta region
es una region 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 porciéon de un ARNm tal o gen que abarca de aproximadamente 25 a
aproximadamente 50 nucleétidos contiguos en cualquier direccion (es decir, 5' 0 3') a partir de un codén de terminacion
de la traduccion. Esta regién es una regién diana preferida. El marco de lectura abierto (ORF) o "regién codificante",
que se conoce en la técnica para referirse a la region entre el codén de iniciacion de la traduccion y el codon de
terminacion de la traduccion, también es una region que puede usarse como diana de manera eficaz. Otras regiones
diana preferidas incluyen la region no traducida 5’ (5’UTR), conocida en la técnica para referirse a la porcion de un
ARNmM en la direccién 5’ a partir del codén de iniciacion de la traduccion y, por lo tanto, que incluye nucledétidos entre
el sitio de la caperuza 5’ y el coddn de iniciacion de la traduccién de un ARNm o nucleétidos correspondientes en el
geny la region no traducida 3’ (3’'UTR), conocida en la técnica para referirse a la porcion de un ARNm en la direccidn
3’ a partir de la region de terminacién de la transcripcion y, por lo tanto, que incluye nucleétidos entre el codon de
terminacion de la traduccion y el extremo 3’ de un ARNm o nucledétidos correspondientes en el gen. La caperuza 5’ de
un ARNm comprende un residuo de guanosina N7-metilado unido al residuo mas 5’ del ARNm a través de un enlace
trifosfato 5-5'. Se considera que la region caperuza 5 de un ARNm incluye la propia estructura caperuza ' asi como
también los primeros 50 nucleétidos adyacentes a la caperuza. La region caperuza 5' puede ser, ademas, una region
diana preferida.

Aunque algunos transcritos de ARNm eucariotas se traducen directamente, muchos contienen una o0 mas regiones,
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conocidas como "intrones", que se escinden de un transcripto de pre-ARNm para producir uno o mas ARNm maduros.
Las regiones restantes (y, por lo tanto, traducidas) se conocen como "exones" y se cortan y empalman juntas para
formar una secuencia de ARNm continua. Los sitios de corte y empalme del ARNm, es decir, las uniones exén-exdén
o intron-exon, pueden ser también regiones diana preferidas, y son particularmente utiles en situaciones donde el corte
y empalme aberrante estd implicado en la enfermedad, o donde una sobreproduccién de un producto de corte y
empalme del ARNm particular esta implicada en la enfermedad. Las uniones de fusién aberrantes debido a
reordenamientos o eliminaciones también son dianas preferidas. También puede preferirse el direccionamiento de
exones particulares en los ARNm con corte y empalme alternativamente. Se ha encontrado ademas que los intrones
también pueden ser regiones diana eficaces y, por lo tanto, preferidas para los compuestos antisentido dirigidos, por
ejemplo, al ADN o pre-ARNm.

En el contexto de esta invencion, un polinucledtido antisentido puede hibridar, por ejemplo, con la totalidad o parte de
un ARNm de conexina 43. Tipicamente, el polinucleétido antisentido se hibrida a la regién de unién al ribosoma o a la
regién codificante del ARNm de conexina. El polinucleétido puede ser complementario a todo o a una regioén de un
ARNm de conexina. Por ejemplo, el polinucledtido puede ser el complemento exacto de todo o parte del ARNm de
conexina. El polinucledtido antisentido puede inhibir la transcripcion y/o la traduccion de la conexina. Preferentemente,
el polinucleétido es un inhibidor especifico de la transcripcion y/o traduccidén del gen de conexina y no inhibe la
transcripcion y/o traduccion de otros genes. El producto puede unirse al gen o ARNm de conexina ya sea en direccion
(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 provocara que se reduzca la expresion del ARNm y/o proteina conexina en una célula. El
polinucledtido antisentido generalmente es antisentido al ARNm de conexina. Tal polinucleétido puede ser capaz de
hibridarse al ARNm de conexina y puede inhibir la expresion de conexina interfiriendo con uno o mas aspectos del
metabolismo del ARNm de conexina que incluye la transcripcion, procesamiento del ARNm, transporte del ARNm
desde el nucleo, traduccion o degradacion del ARNm. El polinucledtido antisentido tipicamente se hibrida al ARNm de
conexina para formar un duplex que puede provocar la inhibicion directa de la traduccion y/o la desestabilizacion del
ARNmM. Tal duplex puede ser susceptible a la degradacion por las nucleasas.

La hibridacién de oligonucledtidos antisentido con ARNm interfiere con una o mas de las funciones normales del
ARNm. Las funciones del ARNm a interferir incluyen todas las funciones vitales tales como, por ejemplo, translocacion
del ARN al sitio de traduccién de proteinas, traduccién de la proteina a partir del ARN, corte y empalme del ARN para
producir una o mas especies de ARNm, y actividad catalitica en la que puede estar implicado el ARN. La unién de una
0 mas proteinas especificas al ARN también puede interferirse mediante la hibridacién de oligonucleétidos antisentido
al ARN.

El efecto global de la interferencia con la funcién del ARNm es la modulacién de la expresion de conexina. En el
contexto de esta invencion "modulacién” incluye ya sea la inhibicién o la estimulacion; es decir, ya sea una disminucién
o0 un aumento de la expresion. Esta modulacion puede medirse de maneras que son rutinarias en la técnica, por
ejemplo, mediante el ensayo de transferencia Northern de expresion de ARNm, o la PCR de transcriptasa inversa,
como se ensefa en los ejemplos de la presente solicitud o mediante transferencia Western o ensayo ELISA de
expresion de proteinas, 0 mediante un ensayo de inmunoprecipitacion de la expresion de proteinas. También pueden
medirse los efectos sobre la proliferacion celular o el crecimiento de células tumorales, como se ensefia en los
ejemplos de la presente solicitud. Actualmente se prefiere la inhibicion.

Una vez que se haya identificado el sitio o los sitios diana, se eligen oligonucleétidos que sean lo suficientemente
complementarios a la diana, es decir, se hibridan suficientemente bien y con especificidad suficiente, para proporcionar
la modulacién deseada. Los acidos nucleicos antisentido (ADN, ARN, modificados, analogos y similares) pueden
producirse mediante el uso de cualquier método adecuado para producir un acido nucleico. Los oligodesoxinucleétidos
dirigidos a otras proteinas conexina pueden seleccionarse en términos de su secuencia de nucleotidos mediante
cualquier enfoque reconocido en la técnica, tal como, por ejemplo, los programas informaticos MacVector y OligoTech
(de Oligos etc. Eugene, Oregén, Estados Unidos). El equipo para tal sintesis esta disponible a través de varios
vendedores que incluyen MacVector y OligoTech (de Oligos etc. Eugene, Oregén, Estados Unidos). Para los métodos
generales relacionados con polinucleétidos antisentido, ver Antisense RNA and DNA, D. A. Melton, Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1988)). Ver también, 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, se conoce al menos una porcién de la secuencia de nucleétidos para conexinas en la que se desea la
inhibicion de la expresion. Preferentemente, un compuesto antisentido se dirige a uno 0 mas isotipos de conexina
especificos. Los isotipos especificos de conexinas que pueden ser diana de los compuestos antisentido incluyen, sin
limitacion, 43, 37, 31.1, 26, y otros descritos en la presente descripcion. La invencién usa un compuesto de inhibicion
de conexina 43 que inhibe en su totalidad o en parte la expresion o actividad de una conexina 43. Se prefiere, pero no
se requiere, que las conexinas diana sean humanas. Un conexina puede tener, por ejemplo, una secuencia de
nucleobases seleccionada de la SEQ ID NO: 12-31. En ciertos casos, los compuestos antisentido se dirigen a al menos
8 nucleobases de una molécula de acido nucleico que codifica una conexina que tiene una secuencia de nucleobases
seleccionada de la SEQ ID NO: 12-31.

En ciertas modalidades, un segundo compuesto antisentido se administra al ojo del sujeto, en donde el segundo
compuesto antisentido se dirige a al menos aproximadamente 8 nucleobases de una molécula de acido nucleico que
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codifica una conexina que tiene una secuencia de nucleobases seleccionada de la SEQ ID NO: 12-31, en donde dicho
segundo compuesto antisentido se dirige a una conexina diferente a la de un primer compuesto antisentido.

Las conexinas diana variaran dependiendo del tipo de tejido que se disefiara o remodelara y la secuencia precisa del
polinucledtido antisentido usado dependera de la proteina conexina diana. La proteina o las proteinas conexina que
son dianas de los oligonucledtidos dependeran del sitio al cual se dirija la regulacion negativa. Esto refleja la
composicion no uniforme de la(s) union(ones) de tipo hendidura en diferentes sitios por todo el cuerpo en términos de
la composiciéon de subunidades de conexina. Algunas proteinas conexina son, sin embargo, mas ubicuas que otras
en términos de distribuciéon en tejido. La conexina 43 asociada a la cérnea es una diana en la invencién. Los
oligonucleétidos solos o en combinacién, dirigidos hacia la conexina 43, 26, 37, 30 y/o 31.1 (por ejemplo, ver las SEQ
ID. NOS: 1-11) son adecuados para la aplicacién de producciéon o remodelacion de la cérnea. En un aspecto de la
invencion, los oligodesoxinucleétidos pueden ser oligémeros de fosfodiéster no modificados. En otro aspecto de la
invencion, los polinucleétidos pueden ser monocatenarios o bicatenarios.

Se contempla ademas que los oligonucleétidos dirigidos a las proteinas conexina separadas pueden usarse en
combinacién (por ejemplo, pueden dirigirse a una, dos, tres, cuatro o mas conexinas diferentes). Por ejemplo, los ODN
dirigidos a conexina 43, y uno 0 mas miembros adicionales de la familia de conexinas (tales como conexina 26, 30,
31.1, 37 y 43) pueden usarse en combinacion. Se contempla ademas que los polinucleétidos antisentido individuales
pueden ser especificos para una conexina particular, o pueden dirigirse a 1, 2, 3 0 mas conexinas diferentes. Los
polinucledtidos especificos generalmente seran secuencias diana en el gen o ARNm de conexina que no se conservan
entre conexinas, mientras que los polinucledtidos no especificos se dirigiran a secuencias conservadas. Por lo tanto,
en ciertos casos, los compuestos antisentido se dirigen a al menos 8 nucleobases de una molécula de acido nucleico
que codifica conexina 26, conexina 30, conexina 31.1, conexina 37 humana, conexina 43, en donde dicho compuesto
antisentido inhibe la expresién de una proteina conexina humana en células asociadas con el ojo de dicho paciente.

En ciertos casos, las moléculas de acido nucleico que codifican una conexina tienen una secuencia de nucleobases
seleccionada de la SEQ. ID NO: 12-31. En ciertas modalidades, las composiciones se dirigen a dos o mas proteinas
conexina humana e inhiben la expresion de dos 0 mas proteinas conexina humana. En otras ciertas modalidades, los
compuestos antisentido son oligonucledtidos antisentido. El oligonucledtido antisentido ilustrativo para conexina 43
seleccionado incluye GTA ATT GCG GCA AGA ATT GTT TCT GTC (SEQ ID NO: 1); GTA ATT GCG GCA GGA ATT
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). El oligonucleétido antisentido ilustrativo para conexina 37 seleccionado incluye 5 CAT CTC CTT GGT
GCT CAA CC 3’ (SEQ ID NO: 5) y 5 CTG AAG TCG ACT TGG CTT GG 3’ (SEQ ID NO: 6). El oligonucleétido
antisentido ilustrativo para conexina 30 seleccionado incluye 5° CTC AGA TAG TGG CCA GAA TGC 3’ (SEQ ID NO:
7)y 5 TTG TCC AGG TGA CTC CAA GG 3 (SEQ ID NO: 8). El oligonucleétido antisentido ilustrativo para conexina
31.1 seleccionado incluye 5 CGT CCG AGC CCA GAA AGA TGA GGT C 3’(SEQ ID NO: 9); 5 AGA GGC GCA CGT
GAG ACA C 3’ (SEQID 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 la regulacién negativa de la expresion de conexina 43:

5 GTAATT GCG GCAAGAATT GTT TCT GTC 3’ (SEQ ID NO: 1)
5 GTAATT GCG GCA GGA GGA ATT 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)

Aun en otro caso, los oligodesoxinucledtidos seleccionados a partir 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 para su uso en la invencién generalmente comprenden de aproximadamente 8 a
aproximadamente 40 nucleobases (es decir, de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 nucledsidos enlazados),
y mas tipicamente los que comprenden de aproximadamente 12 a aproximadamente 40 nucleobases e incluso mas
tipicamente aproximadamente 30 nucleobases. Los compuestos antisentido que comprenden polinucleétidos pueden
ser al menos aproximadamente 40, por ejemplo al menos aproximadamente 60 o al menos aproximadamente 80,
nuclestidos de longitud y hasta 100, 200, 300, 400, 500, 1,000, 2,000 o 3,000 o mas nucledtidos de longitud. Los
compuestos antisentido adecuados incluyen, por ejemplo, un ODN de 30 mer.
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En ciertos casos, los compuestos antisentido se dirigen a al menos aproximadamente 8 nucleobases de una molécula
de acido nucleico que codifica una conexina que tiene una secuencia de nucleobases seleccionada de la SEQ ID NO:
12-31. En otros casos, el compuesto antisentido se dirige a al menos 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 nucleobases de una molécula de acido nucleico que codifica una conexina que tiene una
secuencia de nucleobases seleccionada de la SEQ ID NO: 12-31.

El tamafio de los compuestos antisentido, incluidos los oligonucleétidos dirigidos a entre al menos aproximadamente
8 y 35 nucleobases de una molécula de acido nucleico que codifica una conexina humana, puede ser 8 nucleobases
de longitud o mas largos, entre 8 y 100 nucleobases, entre ocho y 50 nucleobases, entre ocho y 40 nucleobases, entre
10 y 50 nucleobases, entre 12 y 50 nucleobases, entre 14 y 50 nucleobases, entre 16 y 50 nucleobases, entre 18 y 50
nucleobases, entre 20 y 50 nucleobases, entre 25 y 50 nucleobases, entre 15 y 35 nucleobases de longitud y similares.
Otros compuestos antisentido pueden ser o més pequefios 0 mas grandes, por ejemplo, con mas de 100 nucleobases
de longitud.

Los compuestos antisentido incluyen oligonucledtidos antisentido (ODN), polinucleétidos antisentido,
desoxirribozimas, oligonucleétidos morfolino, moléculas de ARNi o analogos de estas, moléculas de ARNip o analogos
de estas, moléculas de PNA o analogos de estas, ADNzimas o analogos de estas, ARN nucleares pequefios de U1
mutado en el extremo 5’ y analogos de estos.

Como se proporciona en la presente descripcion, el compuesto antisentido puede incluir el uso de los
oligodesoxinucledtidos (ODN). Los ODN generalmente son de aproximadamente 20 nucleétidos de longitud y actdan
mediante la hibridacién al 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 modifican de una manera para prevenir
la accion de la RNasa H, los ODN pueden inhibir la traduccién del ARNm mediante impedimento estérico, o inhibir el
corte y empalme de los pre-ARNm. Los ODN vy las modificaciones de estos se han usado para dirigir el ADNbc para
la inhibicién de la transcripcion mediante la formacion de triple hélices. El ODN puede obtenerse mediante métodos
reconocidos en la técnica de sintesis automatizada y es relativamente sencillo obtener los ODN de cualquier secuencia
y bloquear la expresion génica a través del apareamiento de bases antisentido.

En determinados aspectos, la cadena principal de fosfodiéster de los ODN puede modificarse para aumentar su
eficacia como agentes especificos de diana para bloquear la expresion génica. Estas modificaciones de la cadena
principal se desarrollaron para mejorar la estabilidad de los ODN y para aumentar su absorcién celular. La modificacion
mas ampliamente usada es una en la que el oxigeno no formador de puentes se reemplaza por un atomo de azufre,
generando los ODN fosforotioato. Al menos un ODN fosforotioato ha sido aprobado por la FDA, y varios otros ODN
antisentido fosforotioato estan en etapas mas tempranas de ensayos clinicos para una variedad de canceres y
enfermedades inflamatorias.

Los mecanismos de accion de los ODN con respecto al bloqueo de la funcién génica varian dependiendo de la cadena
principal del ODN (Branch, A. D. Hepatology 24, 1517-1529 (1996); Dias, N. y Stein, C. A. Mol. Cancer Thor. 1,347-
355 (2002); Stein, C.A. y Cohen, J. S., Cancer Res. 48, 2659-2668 (1988); Zon, G. Ann. N.Y. Acad Sci., 616, 161-172
(1990). Los ODN cargados negativamente netos, tales como fosfodiésteres y fosforotioatos, provocan la escision
mediada por ARNsa H del ARNm diana. Otras modificaciones de la cadena principal que no reclutan la ARNsa H,
debido a su falta de carga o el tipo de hélice formada con el ARN diana, pueden clasificarse como impedimentos
estéricos de los ODN. Los miembros usados popularmente de este ultimo grupo incluyen morfolinos, U-O-metilos, 2"-
O-alilos, acidos nucleicos bloqueados y acidos nucleicos peptidicos (PNA). Estos ODN pueden bloquear el corte y
empalme, la traduccion, el transporte y traduccion del nucleo 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 completa de proteinas. Tienen la actividad catalitica de romper
y/o formar enlaces covalentes con especificidad extraordinaria, acelerando de este modo las tasas espontaneas de
las reacciones diana en muchos érdenes de magnitud.

Las ribozimas se unen al ARN a través del apareamiento de las bases de Watson - Crick y actian para degradar el
ARN diana catalizando la hidrdlisis de la cadena principal de fosfodiéster. Existen varias clases diferentes de ribozimas,
donde la ribozima de “cabeza de martillo” es la estudiada mas ampliamente. Como su nombre implica, la ribozima de
cabeza de martillo forma una estructura secundaria Unica cuando se hibrida a su ARNm diana. Los residuos
cataliticamente importantes dentro de la ribozima estan flanqueados por secuencias complementarias a la diana que
flanquean el sitio de escisién del ARN diana. La escisién por una ribozima requiere iones divalentes, tales como
magnesio, y depende ademas de la estructura y la accesibilidad del ARN diana. La colocalizacién de una ribozima con
un ARN diana dentro de la célula a través del uso de las sefiales de localizacion aumenta grandemente su eficiencia
de silenciamiento. Las ribozimas de cabeza de martillo son lo suficientemente cortas para sintetizarse quimicamente
o pueden transcribirse a partir de vectores, lo que permite la produccion continua de las ribozimas dentro de las células.

La capacidad del ARN para servir como un catalizador se demostré primero para el intrén del grupo | de auto corte y
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empalme de Termofila tetrahymena y la porcion ARN de la ARNsa. Después del descubrimiento de estas dos enzimas
de ARN, se ha encontrado que la catalisis mediada por ARN esta asociada con los intrones del grupo Il de auto corte
y empalme de mitocondrias (asi como también de cloroplastos) de levadura, hongos y plantas, los ARN viroides y
virusoides de plantas bicatenarios, virus delta de la hepatitis y un ARN satélites de mitocondria de Neurospora crassa.
Las ribozimas son de origen natural, pero también pueden disefarse artificialmente para la expresién y el
direccionamiento de secuencias especificas en cis (en la misma cadena de acido nucleico) o trans (un acido nucleico
enlazado no covalentemente). Se estan desarrollando nuevas actividades bioquimicas mediante el uso de protocolos
de seleccion in vitro asi como también generando nuevos motivos de ribozima que actien sobre sustratos distintos al
ARN.

Elintrén del grupo | de T. termofila fue la primera ribozima de escision en cis que se convirtié en una forma de reaccion
en trans, a la que se hace referencia como un intrén/ribozima, lo que la hace util tanto en la investigacion gendémica y
como un posible agente terapéutico. En la reaccion de corte y empalme en trans, un exén defectuoso de un ARNm
diana puede intercambiarse por un exén correcto que se une covalentemente al intron/ribozima. Esto se produce a
través de una reaccion de corte y empalme en la que el exén unido al intron se ubica mediante apareamiento de bases
en el ARNm diana de manera que pueda unirse covalentemente al extremo 5" del transcrito diana en una reaccion de
transesterificacion. Esta reaccién se ha usado para cortar y empalmar en trans secuencias de tipo silvestre en
transcritos de globina de células falciformes y transcritos de p53 mutantes y remplazar los tripletes expandidos en la
3"-UTR de transcritos de proteinas quinasas en un alelo de distrofia mioténica.

La endorribonucleasa ARNsa P se encuentra en los organismos en toda la naturaleza. Esta enzima tiene ARN y uno
0 mas componentes proteicos dependiendo del organismo del cual se aisla. El componente de ARN de las enzimas
de Escherichia coli y Bacillus subtilis puede actuar como un agente de escision especifico de sitio en ausencia de la
proteina en ciertas condiciones salinas e ionicas. Los estudios de los requerimientos de sustrato para enzimas
humanas y bacterianas han demostrado 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 mediante los ARN antisentido de
disefio Unico, que se aparean con el ARN diana, y sirven como sustratos para la escision mediada por ARNsa P,
especifica de sitio tanto en el tubo de ensayo como en las células. Se ha demostrado ademas que el componente
antisentido puede unirse covalentemente al ARN de ARNasa P, y de ese modo dirigir la enzima solamente al ARN
diana de interés. Los investigadores han aprovechado esta propiedad en el disefio de los ARN antisentido, que se
aparean con los ARNm diana de interés para estimular la escision especifica de sitio de la diana y para la inhibicién
dirigida tanto del virus del herpes simple como del citomegalovirus en cultivo celular.

Un numero de ARN patégenos pequefios de plantas (viroides, ARN satélites y virusoides), un transcrito de un plasmido
de ADN mitocondrial de N. crassay el virus delta de la hepatitis animal experimentan una reaccioén de autoescision in
vitro en ausencia de proteina. Las reacciones requieren un pH neutro y Mg?*. La reaccion de autoescision es una parte
integral del mecanismo de replicacion en circulo rodante in vivo. Estos ARN de autoescisién pueden subdividirse en
grupos dependiendo de la secuencia y la estructura secundaria formada alrededor del sitio de escisién. Las ribozimas
pequefas se han derivaron de un motivo encontrado en los ARN viroides y virusoides monocatenarios de plantas. En
base a una estructura secundaria compartida y un conjunto conservado de nucleoétidos, el término “cabeza de martillo”
se ha proporcionado a un grupo de este dominio de autoescision. La ribozima de cabeza de martillo esta compuesta
de 30 nucledtidos. La simplicidad del dominio catalitico cabeza de martillo lo ha hecho una eleccion popular en el
disefio de ribozimas de accién en trans. Mediante el uso del apareamiento de las bases de Watson-Crick, la ribozima
de cabeza de martillo puede disefiarse para escindir cualquier ARN diana. Los requisitos en el sitio de escision son
relativamente simples, y puede dirigirse virtualmente cualquier motivo de secuencia UH (donde Hes U, C o A).

Un segundo motivo de autoescision derivado de planta, identificado inicialmente en la cadena negativa del ARN satélite
de tincién anular de tabaco, se denomina “horquilla” o “clip”. Las ribozimas en horquilla escinden los sustratos de ARN
en una reaccion reversible que genera 2", fosfato ciclico Y y extremo 5"-hidroxT| terminal - las versiones modificadas
genéticamente de este motivo catalitico también se escinden y se convierten en multiples copias de una variedad de
dianas en trans. Los requisitos de sustrato para la horquilla incluyen un GUC, donde la escisidn ocurre inmediatamente
corriente arriba de la G. La ribozima de horquilla también cataliza una reaccién de ligacién, aunque se usa con mayor
frecuencia para las reacciones de escision.

Se han usado numerosas aplicaciones tanto de ribozimas de cabeza de martillo como de horquilla en células para
regular negativamente las dianas celulares y virales especificas. Haseloff y Gerlach disefiaron un motivo de cabeza
de martillo (Haseloff y Gerlach; Nature. 1988 Ago 18; 334(6183):585- 91) que puede transformarse genéticamente
para escindir cualquier diana mediante la modificacién de los brazos que emparejan sus bases con la diana correcta.
Ramemzani y otros demostraron que este motivo de ribozima de cabeza de martillo tuvo aplicaciones terapéuticas
potenciales en un estudio en el que hubo una inhibicion completa virtual de la expresion génica viral y la replicacion
mediante el uso de células disefiadas para expresar una ribozima gag del virus de la 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 los ADN cataliticos (0 ADNzimas). Se

han desarrollado ADN pequefios capaces de escindir de manera especifica de sitio las dianas de ARN a través de la
evolucion in vitro (ya que no se conocen enzimas de ADN en la naturaleza). Se han identificado dos motivos cataliticos
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diferentes, con diferentes especificidades de sitio de escisidon. Las 10-20 enzimas mas comunmente usadas se unen
a sus sustratos de ARN a través del apareamiento de bases de Watson-Crick y escinden de manera especifica de
sitio el ARN diana, como lo hacen las ribozimas de cabeza de martillo y de horquilla, lo que da como resultado 2; 3"-
fosfato ciclico y 5”-OH terminales. La escision de los ARNm diana da como resultado su destruccion y las ADNzimas
reciclan y escinden multiples sustratos. Los ADN cataliticos son relativamente baratos de sintetizar y tienen buenas
propiedades cataliticas, lo que los hace sustitutos Utiles ya sea para ADN antisentido o ribozimas.

Se han publicado diversas aplicaciones de ADNzimas en cultivo celular que incluyen la inhibicion de FmARN veg y la
consecuente prevencion de la angiogénesis, y la inhibicidn de la expresidn del transcrito de fusién bcr/abl caracteristico
de la leucemia mieloide crénica. Los ADN cataliticos pueden suministrarse de manera exdgena, y pueden modificarse
su cadena principal para optimizar el suministro sistémico en ausencia de un portador.

En otro aspecto de la presente invencion, la modulacién del gen constitutivo de conexina 43 implica el uso de
oligonucledtidos que tienen estructuras de cadena principal morfolino (Summerton, J.E. y Weller, D.D. patente de
Estados Unidos 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 celular. Por ejemplo, pueden usarse oligonucleétidos
de cadena principal mixtos (MBO) que contienen segmentos de oligodesoxinucledtidos fosfotioato y segmentos
colocados adecuadamente de

oligodesoxi u oligorribonucleétidos modificados. Los MBO tienen segmentos de enlaces fosforotioato y otros
segmentos de ofros oligonucledtidos modificados, tales como metilfosfonatos, fosforamidatos, fosforoditioatos,
oligorribonucleétidos N3'P5'-fosforamidatos y fosforotioatos y sus analogos 2’-O- alquilo y 2’-O-metilribonucleétidos
metilfosfonatos, que son no iénicos y muy resistentes a nucleasas o 2’-O- alquiloligorribonucledétidos.

Como se conoce en la técnica, un nucledsido es una combinacion de azlcares y bases. La porcidon de base del
nucledsido es normalmente una base heterociclica. Las dos clases mas comunes de tales bases heterociclicas son
las purinas y las pirimidinas. Los nucledtidos son nucledsidos que incluyen ademas un grupo fosfato unido
covalentemente a la porcién de azucar del nucledsido. Para los nucledsidos que incluyen un azucar de pentofuranosilo,
el grupo fosfato puede unirse ya sea a la porcion hidroxilo 2’, 3’ 0 5 del azucar. En la formacién de oligonucleétidos,
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 ademas para formar una
estructura circular, sin embargo, generalmente se prefieren las estructuras lineales abiertas. Dentro de la estructura
de oligonucleoétidos, se hace referencia cominmente a los grupos fosfato como formadores de la cadena principal de
internucledsidos del oligonucledtido. El enlace o cadena principal normal de ARN y ADN es un enlace fosfodiéster de
3'ab.

Los compuestos antisentido utiles en esta invencion pueden incluir oligonucleétidos que contienen cadenas principales
modificadas o enlaces internucledsidos no naturales. Los oligonucleétidos que tienen cadenas principales modificadas
incluyen los que retienen un atomo de fésforo en la cadena principal y los que no tienen un atomo de fésforo en la
cadena principal. En el contexto de esta invencidn, los oligonucleétidos modificados que no tienen un atomo de fésforo
en su cadena principal de internucledsidos también pueden considerarse oligonucledsidos.

Los compuestos antisentido con cadenas principales de oligonucleétidos modificadas utiles en esta invencién pueden
incluir, por ejemplo, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres,
metilo y otros fosfonatos de alquilo que incluyen 3' -alquileno fosfonatos y fosfonatos quirales, fosfinatos,
fosforamidatos que incluyen 3'-amino fosforamidato y aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos,
tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres y boranofosfatos que tienen enlaces 3-5', analogos de estos unidos en
direccién 2'-5'y los que tienen polaridad invertida en donde los pares adyacentes de unidades de nucledsidos se unen
en direccion 3'-5' a 5'-3' 0 2'-5' a 5'-2'. Se incluyen también diversas sales, sales mixtas y formas de acido libre.

En un aspecto, se contempla que las cadenas principales de oligonucleétidos modificadas que no incluyen un atomo
de fésforo en él tienen cadenas principales que se forman por enlaces internucleésidos de alquilo orcicloalquilo de
cadena corta, heteroatomo mixto y enlaces internucledsidos alquilo o cicloalquilo, 0 uno o mas enlaces
internucledsidos heteroatomicos o heterociclicos de cadena corta. Estos incluyen los que tienen enlaces morfolino
(formados en parte a partir de la porcion de azucar de un nucledsido); cadenas principales de siloxano; cadenas
principales de sulfuro, sulféxido y sulfona; cadenas principales de formacetilo y tioformacetilo; cadenas principales de
metilenformacetilo y tioformacetilo; cadenas principales que contienen alqueno; cadenas principales de metileneimino
y metilenhidrazino; cadenas principales de sulfonato y sulfonamida; cadenas principales de amida; y otros que tienen
partes componentes N, O, S y CH2 mixtas.

En un aspecto, se contempla que los miméticos de oligonucleétidos, tanto el azicar como el enlace internucledsidos,
es decir, la cadena principal de las unidades nucleotidicas se sustituyen con grupos nuevos. Las unidades de bases
se mantienen para la hibridacion con un compuesto diana de acido nucleico apropiado. Un compuesto oligomérico tal,
un mimético de oligonucleétido que ha demostrado tener excelentes propiedades de hibridacidn, se denomina un acido
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nucleico peptidico (PNA). En los compuestos de PNA, la cadena principal del azicar de un oligonucledtido se
reemplaza con una cadena principal que contiene amida, en particular una cadena principal de aminoetilglicina. Las
nucleobases se retienen y se unen directamente o indirectamente a los atomos de nitrégeno aza de la porcién de
amida de la cadena principal. Las ensefianzas adicionales de los compuestos de PNA pueden encontrarse en Nielsen
y otros (Science, 1991, 254, 1497-1500).

En un aspecto, se contemplan los oligonucleétidos con cadenas principales de fosforotioato y oligonucledsidos con
cadenas principales de heteroatomos, y en particular —CH2 —NH—O—CH2 —, —CH- -2 N(CH)3 —O—CH—2
[conocido como un metileno (metilimino) o cadena principal de MMI],—CH2 —O— N(CH3)-CH2 CH2 -N(CH3)-N(CH3)-
CH2 - y -O-N(CH3)-CH2 -CH2 [en donde la cadena principal de fosfodiéster nativa se representa como —O—P—0O—
CH2 —]. Aun en otro aspecto, también se contemplan los oligonucleétidos que tienen estructuras de la cadena principal
morfolino y amida.

En otro aspecto, se contempla que los oligonucleétidos modificados pueden contener ademas una o mas porciones
de azucares sustituidas. Por ejemplo, los oligonucleétidos que comprenden uno de los siguientes en la posicion 2"
OH; F; O-, S—, o N-alquilo, O-alquil-O-alquilo, O-, S—, o N- alquenilo, o-, S— o N-alquinilo, en donde el alquilo,
alquenilo y alquinilo pueden ser alquilo C1 a C10 o alquenilo y alquinilo C2 a C10 sustituido o no sustituido.
Particularmente preferidos son O[(CH2)n OJm 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
oligonucledtidos preferidos pueden comprender uno de los siguientes en la posicién 2’: alquilo inferior C1 a C10, alquilo
inferior sustituido, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo u 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
oligonucledtido y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. Una modificacion preferida incluye 2'-
metoxietoxi (2'—O—CH2 CH2 OCH,3 también conocido como 2'—O—(2-metoxietilo) o 2'-MOE) (Martin y otros Helv.
Chim. Acta 1995, 78, 486-504), es decir, un grupo alcoxialcoxi. Otra modificacién incluye 2'-dimetilaminooxietoxi, es
decir, un grupo O(CH2)2 ON(CH3) 2, conocido también como 2'-DMAOE, y 2'-dimetilamino-etoxietoxi (2'-DMAEOE),
es decir, 2—0—CH2 — O-CH2 —N(CH2)2.

Se contempla también que las modificaciones pueden incluir 2'-metoxi (2'—O- -CH3), 2'-aminopropoxi (2'—OCH2 CH2
CH2 NH2) y 2'-fluoro (2'-F). También pueden hacerse modificaciones similares en otras posiciones en el
oligonucleétido, particularmente los 3' posicion del azucar en el nucleétido terminal 3' o en los oligonucleétidos unidos
a2'-5'y la 5' posicion del nucledtido terminal 5'. Los oligonucleétidos también pueden tener miméticos de azucar como
porciones de ciclobutilo en lugar del azucar de pentofuranosilo.

En otro aspecto, se contempla que los oligonucleétidos pueden incluir, ademas, modificaciones o sustituciones de
nucleobases (frecuentemente denominadas en la técnica como "base"). Tal como se usa en la presente descripcion,
las nucleobases "no modificadas" o "naturales" incluyen las bases purinicas adenina (A) y guanina (G) y las bases
pirimidinicas timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Las nucleobases modificadas incluyen otras nucleobases sintéticas
y naturales tales como 5-metilcitosina (5-me-C o m5c), 5- hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-amincadenina,
6-metil y otros derivados alquilo de adenina and guanina, 2-propil y otros derivados 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 posicién 8, 5-halo en particular 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas sustituidas en la
posicion 5, 7- metilguanina y 7-metiladenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7- deazaadenina y 3-
deazaguanina y 3-deazaadenina. Las nucleobases adicionales incluyen las descritas en la patente de Estados Unidos
num. 3,687,808, las descritas en Concise Encyclopedia Of Polymer Science and Engineering 1990, paginas 858-859,
Kroschwitz, J. John Wiley & Sons, las descritas por Englisch y otros (Angewandte Chemie, Edicion Internacional 1991,
30, 613-722), y las descritas por Sanghvi, Y. S., Capitulo 15, Antisense Research and Applications 1993, paginas 289-
302, Crooke, S.T. y Lebleu, B., ed., CRC Press. Algunas de estas nucleobases son particularmente utiles para
aumentar la afinidad de unién de los compuestos oligoméricos. Estos incluyen pirimidinas sustituidas en posicion 5, 6-
azapirimidinas y purinas sustituidas en N-2, N-6 y O-6, que incluyen 2-aminopropiladenina, 5-propiinuracilo y 5-
propinilcitosina. Se ha demostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad del duplex de acido
nucleico en 0.6-1.2 °C. (Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T. y Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications 1993,
CRC Press, Boca Raton, paginas 276-278) y son sustituciones de bases preferidas en la actualidad, incluso mas en
particular cuando se combinan con modificaciones de 2'-O-metoxietilo en azucares.

En otro aspecto, se contempla que la modificacién de los oligonucledtidos implica enlazar quimicamente al
oligonucledtido una o més porciones o conjugados que mejoran la actividad, distribucién celular o absorcién celular
del oligonucleétido. Tales porciones incluyen, pero no se limitan a, porciones de lipidos tales como una porcién de
colesterol (Letsinger y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989, 86, 6553-6556), &cido cdlico (Manoharan y otros, Bioorg.
Med. Chem. Lett. 1994, 4 1053-1059), un tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol (Manoharan y otros, N.Y Acad. Sci. 1992,
660, 306-309; Manoharan y otros, Bioorg. Med. Chem. Let. 1993, 3, 2765-2770), un tiocolesterol (Oberhauser y otros,
Nucl. Acids Res. 1992, 20, 533-538), una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecandiol o undecilo (Saison-
Behmoaras y otros, EMBO J. 1991, 10, 1111-1118; Kabanov y otros, FEBS Lett. 1990, 259, 327-330; Svinarchuk y
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otros, Biochimie 1993, 75, 49-54), 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. 1995, 36, 3651-3654; Shea y otros, Nucl.
Acids Res. 1990, 18, 3777-3783), una poliamina o una cadena de polietilenglicol (Manoharan y otros, Nucleosides &
Nucleotides 1995, 14, 969-973), o acido adamantano acético (Manoharan y otros, Tetrahedron Lett. 1995, 36, 3651-
3654), una porcién de palmitilo (Mishra y otros, Biochim. Biophys. Acta 1995, 1264, 229-237), o una porcién de
octadecilamina o de hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke y otros, J. Pharmacol. Exp. Ther. 1996, 277, 923-937).

Se contempla ademas el uso de oligonucledtidos que son oligonucleétidos quiméricos. Los oligonucledtidos
"quiméricos" o "quimeras", en el contexto de esta invencidn, son oligonucledtidos que contienen dos o mas regiones
quimicamente distintas, cada una compuesta por al menos un nucledtido. Estos oligonucleétidos contienen
tipicamente al menos una region en donde el oligonucleétido se modifica para conferir al oligonucleétido mayor
resistencia a la degradacion por las nucleasas, mayor absorcién celular y/o mayor afinidad de unién por el acido
nucleico diana. Una region adicional del oligonucleétido puede servir como un sustrato para enzimas capaz de escindir
hibridos de ARN:ADN o de ARN:ARN. A modo de ejemplo, la RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la
cadena de ARN de un duplex de ARN:ADN. Por lo tanto, la activacion de la RNasa H da como resultado la escision
del ARN diana, lo que mejora en gran medida la eficiencia de la inhibicion antisentido de la expresion génica. La
escision del ARN diana puede detectarse rutinariamente mediante electroforesis en gel y, si es necesario, mediante
técnicas asociadas de hibridacion de acidos nucleicos conocidas en la técnica. Esta escision mediada por la RNasa H
del ARN diana es diferente al uso de ribozimas para escindir acidos nucleicos.

Los ejemplos de oligonucleétidos quiméricos incluyen pero no se limitan a "gapmeros”, en los cuales estan presentes
tres regiones diferentes, normalmente con una regién central flanqueada por dos regiones que son quimicamente
equivalentes entre si pero diferentes de la caida. Un ejemplo preferido de un gapmero es un oligonucleétido en el cual
una porciéon central (la "caida") del oligonucleétido sirve como un sustrato para la RNasa H y se compone
preferentemente de 2'-desoxinucleoétidos, mientras que las porciones flanqueantes (las "alas" 5'y 3') se modifican para
que tengan mayor afinidad por la molécula de ARN diana pero no pueden soportar la actividad de nucleasa (por
ejemplo, sustituido con flior o 2’-O-metoxietilo). Los oligonucledtidos quiméricos no se limitan a los que tienen
modificaciones en el azlcar, pero también pueden incluir oligonucledsidos u oligonucleétidos con cadenas principales
modificadas, por ejemplo, con regiones de enlaces de cadena principal fosforotioato (P = S) y fosfodiéster (P = O) o
con regiones de MMI y enlaces de cadena principal y P = S. Otras quimeras incluyen "wingmeros", también conocidos
en la técnica como "hemimeros", es decir, oligonucleétidos con dos regiones diferentes. En un ejemplo preferido de
un wingmero, la porcion 5’ del oligonucleoétido sirve como sustrato para la RNasa H y se compone preferentemente de
2'-desoxinucledtidos, mientras que la porcion 3' se modifica para que tenga mayor afinidad por la molécula de ARN
diana pero es incapaz de soportar la actividad de nucleasa (por ejemplo, sustituido con 2'-flior o 2'-O-metoxietilo), o
viceversa. En una modalidad, los oligonucleétidos para su uso en la presente invencidon contienen una modificacion
2’-O-metoxietil (2—0O—CH2 CH2 OCH3) en la porcién de azucar de al menos un nucleétido. Se ha demostrado que
esta modificacion aumenta tanto la afinidad del oligonucledétido por su diana como la resistencia a las nucleasas del
oligonucleétido. De conformidad con la invencién, una, una pluralidad, o todas las subunidades de nucleétidos de los
oligonucleétidos pueden llevar una modificacion de 2’-O-metoxietil (—O—CH2 CH2 OCH3). Los oligonucledtidos que
comprenden una pluralidad de subunidades de nucledtidos que tienen una modificacion de 2’-O-metoxietilo pueden
tener una modificacion tal en cualquiera de las subunidades de nucleétidos dentro del oligonucleétido, y pueden ser
oligonucledtidos quiméricos. Aparte de o ademas de las modificaciones de 21-O-metoxietilo, también se contemplan
los oligonucledtidos que contienen otras modificaciones que mejoran la eficacia antisentido, potencia o afinidad por la
diana.

La presente invencion puede usar polinucleétidos (por ejemplo, ADN, ARN, PNA o similares) que se unen a acidos
nucleicos de conexina 43 bicatenarios o duplex (por ejemplo, en una regién plegada del ARN de conexina o en el gen
de conexina), que forman un acido nucleico que contiene triple hélice o “triplex”. La formacion de la triple hélice da
como resultado la inhibicién de la expresion de conexina 43, por ejemplo, mediante la prevencion de la transcripcion
del gen de conexina 43, lo que reduce o elimina asi la actividad de conexina 43 en una célula. Sin pretender limitarse
por ningun mecanismo particular, se considera que el apareamiento de triple hélice compromete la capacidad de la
doble hélice de abrirse lo suficiente para que se produzca la unién de las polimerasas, factores de transcripcién o
moléculas reguladoras.

Los oligo y polinucleétidos triplex se construyen mediante el uso de las reglas de apareamiento de bases de la
formacion de la triple hélice (ver, por ejemplo, Cheng y otros, J. Biol. Chem. 263: 15110 (1988); Ferrin y 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 y/o la secuencia génica de conexina.
Tipicamente, los oligonucleétidos formadores del triplex comprenden una secuencia especifica de aproximadamente
10 a aproximadamente 25 nucledtidos o “complementaria” a una secuencia especifica en el ARN o gen de conexina
(es decir, lo suficientemente grande para formar una ftriple hélice estable, pero lo suficientemente pequefia, en
dependencia del modo de suministro, para administrar in vivo, si se desea). En este contexto, “complementaria”
significa capaz de formar una triple hélice estable. En una modalidad, los oligonucledtidos se disefian para que se
unan especificamente a las regiones reguladoras del gen de conexina 43 (por ejemplo, la secuencia flanqueante 5',
promotores y potenciadores de conexina) o al sitio de iniciacion de la transcripcion (por ejemplo, entre -10 y +10 desde
el sitio de iniciacién de la transcripcion). Para una revisién de avances terapéuticos recientes mediante el uso de ADN
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triplex, ver Gee y otros, en Huber y Carr, 1994, Molecular and Immunological Approaches, Futura Publishing Co, Mt
Kisco NY y Rininsland y otros, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:5854.

La presente invencion también puede usar ribozimas para la inhibicién de la actividad de conexina 43. Las ribozimas
se unen y escinden especificamente e inactivan el ARNm de conexina 43. Las ribozimas utiles pueden comprender
las secuencias terminales 5' y 3' complementarias al ARNm de conexina 43 y un experto puede disefarlas sobre la
base de la secuencia de ARNm de conexina 43. Se contempla que las ribozimas descritas en la presente descripcion
incluyen aquellas que tienen las caracteristicas de las ribozimas intrones del grupo | (Cech, Biotechnology 13:323
(1995)) y otras de las ribozimas de 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 que corresponden a la region del gen de conexina diana que contiene
el sitio de escisiéon pueden evaluarse para determinar los rasgos estructurales secundarios que pueden hacer que el
oligonucleétido sea mas conveniente. La idoneidad de los sitios de escisidon también puede evaluarse mediante
pruebas de accesibilidad a la hibridacién con oligonucleédtidos complementarios mediante el uso de ensayos de
proteccion de ribonucleasas, 0 mediante pruebas para determinar la actividad de ribozima in vitro de acuerdo con los
procedimientos estandares conocidos en la técnica.

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

La presente invencion también puede usar polinucleétidos para la inhibicion de la actividad conexina 43 mediante
métodos tales como interferencia de ARN (ARNi) esta y otras técnicas de supresién génica son bien conocidos en la
técnica. Una revisidon de esta técnica se encuentra en Science 288:13701372 (2000). EI ARNi funciona en un nivel
postranscripcional y es especifico de secuencia. El proceso comprende la introduccion del ARN con un caracter parcial
o completamente bicatenario, o precursores o capaz de codificar dicho ARN en la célula o en el ambiente extracelular.

Segun lo descrito por Fire y otros, patente de Estados Unidos num. 6,506,559, el ARN puede comprender una o mas
cadena de ribonucledtido polimerizado. La estructura bicatenaria puede formarse por una sola cadena de ARN
autocomplementaria o dos cadenas de ARN complementarias. EI ARN puede incluir modificaciones ya sea a la cadena
principal de fosfato-azucar o a los nucledsidos. La formacion de duplex de ARN puede iniciarse ya sea dentro o fuera
de la célula.

Los estudios han demostrado que una o mas ribonucleasas se unen especificamente y escinden el ARN bicatenario
en fragmentos cortos. La(s) ribonucleasa(s) permanece(n) asociada(s) a estos fragmentos, que a su vez se unen
especificamente al ARNm complementario, es decir, se unen especificamente a la cadena de ARNm transcrito para
el gen de conexina. EIl ARNm para el gen de conexina también es degradado por las ribonucleasas en fragmentos
cortos, lo que obvia de esta manera la traduccion y expresion del gen de conexina, e inhibe asi la actividad de conexina.
Adicionalmente, una ARN polimerasa puede actuar para facilitar la sintesis de numerosas copias de los fragmentos
cortos, lo que aumenta exponencialmente la eficiencia del sistema. Un rasgo unico de esta via de supresion génica es
que el silenciamiento no se limita a las células donde se inicia. Los efectos del silenciamiento génico pueden
diseminarse a otras partes de un organismo e incluso transmitirse a través de la linea germinal hasta varias
generaciones.

En un aspecto, la estrategia del silenciamiento postranscripcional especifica de gen dependiente de ARN bicatenario
(bc) implica el uso de ARN de interferencia pequefos (ARNip). El uso del enfoque de ARNi general se somete a ciertas
limitaciones, que incluyen el mecanismo de defensa antiviral no especifico en células de mamifero activado en
respuesta a moléculas de ARNbc 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 realizado avances en el campo con la
demostracién de que los duplex sintéticos de ARN de 21 nucleétidos podrian mediar el ARNi especifico de genes en
células de mamifero sin invocar los mecanismos genéricos de defensa antiviral (Elbashir S, y otros, “duplexes of 21-
nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured mammalian cells”. Nature 2001, 411:494-498; Caplen N. y
otros, Proc Natl Acad Sci 2001, 98:9742-9747). Por lo tanto, los ARNip se reconocen cada vez mas como herramientas
potentes para la modulacion especifica de genes.

Como se describe en la presente descripcion, ARNi incluye un grupo de mecanismos de silenciamiento génico
relacionados que comparten muchos componentes bioquimicos comunes en los que la molécula efectora terminal es
por ejemplo, pero no se limita a, un ARN antisentido pequefio de 21-23 nucleétidos. Un mecanismo usa un "activador"
de ARNDbDc relativamente largo que es procesado por la enzima celular Dicer en ARN pequefios, por ejemplo, pero no
se limita a, los ARNbc de 21-23 nucledtidos, denominados ARNip. La cadena del ARNip complementaria al ARN diana
se incorpora a un complejo de multiples proteinas denominado complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC),
donde sirve como una guia para la escision endonucleolitica de la cadena de ARNm dentro del sitio diana. Esto
conduce a la degradacion de todo el ARNm; el ARNip antisentido entonces puede reciclarse. En organismos inferiores,
la ARN polimerasa dependiente de ARN también usa el ARNip guia alineado como un cebador, lo que genera mas
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ARNbc frente a la diana, que sirve a su vez como un sustrato de Dicer, que genera mas ARNip y amplifica la sefial de
ARNip. Esta via se usa comunmente como un mecanismo de defensa viral en plantas.

Tal como se describe en la presente descripcion, el ARNip puede consistir en dos cadenas simples alineadas
separadas de, por ejemplo, pero no se limita a, 21-23 nucleétidos, donde los dos nucleétidos 3" terminales son no
apareados (saliente 3"). De manera alternativa, el ARNip puede tener la forma de un tallo-bucle individual,
frecuentemente denominado ARN de horquilla pequefio (ARNhp). Tipicamente, pero no siempre, la cadena antisentido
de ARNhp también es completamente complementaria a la cadena pareja sentido del ARNip/hp.

En células de mamifero, los ARNbc grandes (usualmente mayores que 30 nucleétidos de longitud) desencadenan la
via del interferon, activando la proteina quinasa R y 2; 5"-oligoadenilato sintetasa. La activacion de la via de interferén
puede conducir a la regulacion negativa global de la traduccion asi como también a la degradacion global del ARN.
Sin embargo, se ha informado que los ARNip més pequefios introducidos de manera exégena en células de mamifero
evitan la via del interferén.

El producto antisentido de ARNip también puede derivarse de microARN enddgenos. En células humanas,
independientemente de la forma inicial (ARNip y microARN) o la via de procesamiento, un ARN antisentido maduro
final de, por ejemplo, pero sin limitarse a, 21-23 nucledtidos que es completamente homologo al ARNm dirigira la
escisién de ARNm. En general, el efecto de los errores de apareamiento entre los ARNip y los sitios diana puede variar
de casi ninguna a la total anulacién de la actividad, por razones que solo se entienden parcialmente; sin embargo, en
al menos un caso, la homologia parcial da como resultado la inhibicidon de la traduccion del ARNm. En general, el
ARNip con errores de apareamiento disefiados para imitar una interaccion prototipica entre el microARN y la diana
puede mediar grados variables de represion traduccional, en dependencia de la interaccion especifica y la cantidad
de sitios diana en el ARNm. El ARNi puede activarse por el suministro exégeno de los ARNip preformados o a través
de la expresién basada en promotores de los ARNip o ARNhp.

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

Los oligonucleétidos usados de acuerdo con esta invencion pueden producirse de manera conveniente y rutinaria
mediante la técnica bien conocida de sintesis en fase solida. El equipo para tal sintesis es vendido por varios
vendedores conocidos en la técnica. También 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 2'-alcoxi o 21 alcoxialcoxi, que incluyen oligonucledétidos de
2'-O-metoxietilo (Martin, P. Helv. Chim. Acta 1995, 78, 486-504). Es bien conocido el uso de técnicas similares y las
amiditas modificadas y productos de vidrio de poro controlado (CPG) comercialmente disponibles tales como biotina,
fluoresceina, acridina o amiditas modificadas con psoraleno y/o CPG (disponibles de Glen Research, Sterling, Va.)
para sintetizar oligonucleétidos marcados con fluorescencia, biotinilados u otros conjugados.

Métodos

Se describen ademas métodos para tratar a un sujeto (por ejemplo, paciente) mediante la administracion de
compuestos antisentido al sujeto. En general, estos métodos incluyen métodos para el disefio de tejidos y métodos
para reducir el dafio tisular asociado con procedimientos médicos, que incluyen, pero no se limitan a, procedimientos
oftalmicos.

El método puede comprender, por ejemplo, administrar un compuesto antisentido al ojo de dicho sujeto en una
cantidad suficiente para inhibir la expresion de una proteina conexina humana en el ojo o en células asociadas con el
ojo del sujeto. Si bien se prefiere que se inhiba la expresion de la proteina conexina humana, se prevé que otras
proteinas pueden ser dianas para la modulacién por los compuestos antisentido, ya sean solos o0 en combinacién con
compuestos antisentido que inhiben la expresion de conexinas humanas.

En ciertas modalidades, el procedimiento oftalmico es una cirugia oftalmica, que incluye pero no se limita a una
queratectomia fotorrefractiva asistida por laser de excimeros, una extraccion de cataratas, un trasplante de cérnea,
una cirugia para corregir la refraccion, una queratotomia radial, una cirugia de filtracion para el glaucoma, una
queratoplastia, una queratectomia fotorrefractiva asistida por laser de excimeros, un trasplante de cérnea, una cirugia
para corregir la refraccion, una escision de neoplasia de superficie ocular, un injerto de membrana conjuntiva y
amniotica, una escision de pterigio y pingeculae, una cirugia plastica ocular, una escisiéon de un tumor en el parpado,
procedimientos reconstructivos del parpado para anomalias congénitas, reparacion del ectropion y entropion del
parpado, cirugia para el estrabismo (musculo ocular), un trauma del ojo penetrante.
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En ciertas modalidades, los compuestos antisentido para su uso en la invencidon se administran mediante la
administracién local o tépica. Los compuestos antisentido para su uso en la invencion también pueden administrarse,
por ejemplo, por via sistémica o mediante inyeccién intraocular.

Los compuestos antisentido para su uso en la invencién pueden administrarse a un sujeto en un momento
predeterminado, por ejemplo, con relacion a la formacién de una herida, tal como la que se produce en un
procedimiento oftalmico (por ejemplo, quirdrgico). Por ejemplo, los compuestos antisentido pueden administrarse antes
de un procedimiento oftalmico, durante un procedimiento oftalmico o después de un procedimiento oftalmico. Por
ejemplo, los compuestos antisentido pueden administrarse a un sujeto en minutos o horas antes o después de realizar
un procedimiento oftalmico.

En ciertas modalidades, un compuesto antisentido se administra después de que se realice un procedimiento
oftalmico, y por ejemplo el compuesto antisentido se administra dentro de aproximadamente 4 horas del procedimiento,
dentro de aproximadamente 3 horas del procedimiento, y mas tipicamente dentro de aproximadamente 2 horas del
procedimiento oftalmico o dentro de aproximadamente 1 hora de un procedimiento oftalmico. Alternativamente, un
compuesto antisentido puede administrarse en minutos de un procedimiento oftalmico, por ejemplo dentro de 5, 10,
15, 20, 30, 45, minutos de un procedimiento oftalmico. Los compuestos antisentido también pueden administrarse
después de 4 horas de un procedimiento oftalmico.

En otro aspecto, los compuestos antisentido pueden administrarse en métodos para efectuar el disefio de tejidos. En
estos casos, y algunos otros descritos en la presente descripcién, los compuestos antisentido se administran
tipicamente durante periodos de tiempo mas largos, por ejemplo, en el transcurso de dias, semanas, meses, o incluso
mas, y pueden administrarse independientemente de un procedimiento particular realizado en un paciente, tal como
uno realizado en un ojo.

Los compuestos antisentido para su uso en la invencién pueden administrarse junto con un método que aumenta el
grosor del tejido de la cérnea en un sujeto, que incluye en métodos que no se asocian con un procedimiento oftalmico,
y en métodos en los que los compuestos antisentido se administran en conjunto con un procedimiento oftalmico (por
ejemplo cirugia). Los compuestos antisentido para su uso en la invencién pueden administrarse junto con un método
que promueva la curacion o prevenga el dafio tisular, por ejemplo en células asociadas con la cérnea del sujeto (por
ejemplo, células de la cérnea). Los compuestos antisentido para su uso en la invencién pueden administrarse junto
con un método que reduce las cicatrices en el ojo de un sujeto.

Los compuestos antisentido para su uso en la invenciéon pueden administrarse junto con un método que reduce la
opacidad en el ojo de un sujeto. Los compuestos antisentido para su uso en la invenciéon pueden administrarse junto
con un método que modula la hipercelularidad asociada con la diferenciacion de miofibroblastos asociada con un sitio
de una lesion inducida por laser, preferentemente en las 24 horas a 48 horas después del periodo de cirugia. Los
compuestos antisentido para su uso en la invencién pueden administrarse junto con un método que modula la
remodelacion del estroma y reduce la opacidad asociada con un sitio de una lesion inducida por laser, preferentemente
en las 24 horas a las 72 horas después del periodo de cirugia. Los compuestos antisentido para su uso en la invencion
pueden administrarse junto con un método que aumenta el movimiento de las células epiteliales en el ojo de un sujeto.
Los compuestos antisentido para su uso en la invencidon pueden administrarse junto con un método que da como
resultado un aumento en el movimiento de las células epiteliales dentro de las 12 horas de la administracion de un
compuesto antisentido al ojo del sujeto. Los compuestos antisentido para su uso en la invencién pueden administrarse
junto con un método que da como resultado un aumento en el movimiento de las células epiteliales dentro de las 24
horas de la administracion del compuesto antisentido al ojo del sujeto. Los compuestos antisentido para su uso en la
invencién pueden administrarse junto con un método que previene un aumento en la densidad celular del estroma.
Los compuestos antisentido para su uso en la invencion pueden administrarse junto con un método que inhibe el
edema del estroma asociado con un sitio de una lesién inducida por laser en las 24 horas a las 72 horas después del
periodo de cirugia. Los compuestos antisentido para su uso en la invencién pueden administrarse junto con un método
que reduce la hiperplasia epitelial en las 24 horas a las 72 horas después de la cirugia. Los compuestos antisentido
para su uso en la invencion pueden administrarse junto con un método que reduce la activacion de miofibroblastos
hasta 1 semana después de la cirugia. Los compuestos antisentido para su uso en la invencion pueden administrarse
junto con un método que modula la diferenciacion celular que modifica la matriz extracelular. Los compuestos
antisentido para su uso en la invencion pueden administrarse junto con un método que reduce la proliferacion celular.

En ciertas modalidades, el compuesto antisentido disminuye la formacion de cicatrices. En ciertas modalidades, el
compuesto antisentido reduce la inflamacién. En ciertas modalidades, el compuesto antisentido promueve la
cicatrizacion de heridas. En ciertas modalidades preferidas, el compuesto antisentido se usa en asociaciéon con un
procedimiento de implantacion quirdrgica. En ciertas modalidades preferidas, el compuesto antisentido se dirige a la
conexina 43 y se administra para regular la division y el crecimiento de células basales epiteliales. En ciertos casos,
el compuesto antisentido se dirige a la conexina 31.1 y se administra para regular la queratinizacion de la capa externa.

En otras modalidades, la invenciéon promueve la curacion o evita el dafio tisular en células asociadas con la cornea

del sujeto. De acuerdo con ciertas modalidades, se usan compuestos antisentido que aumentan el grosor del tejido de
la cornea en un sujeto, o en un método que da como resultado la reduccion del dafio tisular en las células de la cornea
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de un sujeto, o en un método que da como resultado la reduccién del dafio tisular en las células asociadas con la
cornea de un sujeto, o en un método en asociacion con un procedimiento de queratectomia fotorrefractiva asistida por
laser de excimeros en un sujeto, o en un método que modula la hipercelularidad asociada con la diferenciacion de
miofibroblastos asociada con una lesion inducida por laser, preferentemente en las 24 horas a las 48 horas después
del periodo de cirugia, o en un método que modula la remodelacion del estroma y reduce la opacidad asociada con
un sitio de una lesioén inducida por laser, preferentemente en las 24 horas a las 72 horas después del periodo de
cirugia, o en un método que inhibe el edema del estroma asociado con un sitio de una lesién inducida por laser en las
24 horas a las 72 horas después del periodo de cirugia, o en un método que reduce la hiperplasia epitelial,
preferentemente en las 24 horas a las 72 horas después de la cirugia, o en un método que reduce la activacion de
miofibroblastos hasta 1 semana después de la cirugia, o en un método que modula la diferenciaciéon celular que
modifica la matriz extracelular o en un método que reduce la proliferacién celular.

En ciertas modalidades, el procedimiento oftalmico es la extraccion de cataratas. En otras modalidades, el
procedimiento oftalmico es un trasplante de la cornea. En otras modalidades, el procedimiento quirtrgico oftalmico es
la cirugia para corregir la refracciéon. En otras modalidades, el procedimiento oftalmico es la queratotomia radial. En
otras modalidades, el procedimiento oftalmico es la cirugia de filtracion para el glaucoma. En aun otras modalidades,
el procedimiento oftalmico es queratoplastia.

En ciertas modalidades, el compuesto o composicién antisentido se administra mediante administracion local o topica.
En ciertas modalidades, el compuesto o composicion antisentido se administra mediante aplicacion directa en la herida
quirargica. En ciertas modalidades, el compuesto o composicion antisentido se administra mediante inyeccién
intraocular. En ciertas modalidades, el compuesto o composicién antisentido se administra antes de que se realice el
procedimiento quirdrgico. En ciertas modalidades, el compuesto o composicién antisentido se administra durante el
procedimiento quirargico. En ciertas modalidades no limitantes, el compuesto o composicidn antisentido se administra
en aproximadamente 15 minutos antes de realizar un procedimiento oftalmico o hasta aproximadamente 2 horas
después de que se realiza un procedimiento oftalmico. En ciertas modalidades adicionales, los compuestos antisentido
para su uso en la invencién pueden administrarse durante dias o incluso meses.

En ciertas modalidades, compuestos y composiciones adicionales se usan para promover la curacion o para prevenir
el dafo tisular en células asociadas con la cérnea, donde las células asociadas con la cérnea pueden ser cualquier
célula en el ojo, que incluye pero no se limita a las células de la cérnea. Los agentes para su uso en la invencion,
incluidos los compuestos antisentido, pueden aumentar el grosor del tejido de la cérnea en un sujeto. En ciertas
modalidades, el compuesto antisentido se usa en combinacién con otro compuesto util para reducir el dafo tisular o
promover la curacion. Por ejemplo, los compuestos antisentido pueden coadministrarse con un factor de crecimiento,
citocina o similares, que incluyen pero no se limita a FGF, NGF, NT3, PDGF, TGF, VEGF, BDGF, EGF, KGF,
integrinas, interleucinas, plasmina y semaforinas.

En otro aspecto, se describe una composicién farmacéutica para reducir el dafo tisular asociado con la cirugia
oftalmica. La composicion farmacéutica se formula adecuadamente para la administracion topica o local al ojo de un
sujeto que comprende un compuesto antisentido presente en una cantidad suficiente para inhibir la expresiéon de una
proteina conexina humana en células asociadas con el ojo del sujeto. EI compuesto antisentido se dirige
preferentemente a al menos aproximadamente 8 nucleobases de una molécula de acido nucleico que codifica una
conexina que tiene una secuencia de nucleobases seleccionada de la SEQ ID NO: 12-31. En ciertas modalidades, los
compuestos antisentido estan en forma de una composiciéon farmacéutica que comprende un portador o vehiculo
farmacéuticamente aceptable y el agente o compuesto antisentido esta presente en una cantidad eficaz para promover
la cicatrizacion de heridas en un sujeto. En ciertas modalidades, las composiciones farmacéuticas pueden estar, por
ejemplo, en una forma adecuada para la administracion tdpica, que incluyen en una forma adecuada para la
administracion topica o local al ojo de un sujeto. En ciertas modalidades adicionales, las composiciones y
formulaciones pueden estar en forma de gel, crema o cualquiera de las formas descritas en la presente descripcion.

En otro aspecto, se describen métodos para tratar una lesién al sistema nervioso central. EI método descrito
comprende administrar un compuesto antisentido a un sitio proximal a una herida preexistente del sistema nervioso
central en asociacion con un procedimiento quirurgico realizado en un paciente para tratar dicha lesion al sistema
nervioso central, en donde dicho compuesto antisentido se dirige a al menos aproximadamente 8 nucleobases de una
molécula de acido nucleico que codifica una conexina que tiene una secuencia de nucleobases seleccionada de la
SEQ ID NO: 12-31. En ciertos casos del método, el compuesto antisentido se administra para reducir la pérdida
neuronal debido a un trauma fisico a la médula espinal. En ciertos casos del método, el compuesto antisentido se
administra a un sitio adyacente a una herida que es el resultado de un trauma. En ciertos casos del método, el
compuesto antisentido se administra a un sitio adyacente a una herida que es el resultado de una cirugia. En ciertos
casos del método, el compuesto antisentido se administra a un sitio adyacente a una lesién en la médula espinal. En
ciertos casos del método, el compuesto antisentido se dirige a la conexina 43 y se administra para regular la divisién
y el crecimiento de las células basales epiteliales. En ciertos casos del método, el compuesto antisentido promueve la
cicatrizacion de heridas. En ciertos casos del método, el compuesto antisentido reduce la inflamacién. En ciertos casos
del método, el compuesto antisentido disminuye la formacion de cicatrices. En ciertos casos del método, la lesion al
sistema nervioso central es una lesién en la médula espinal. En ciertos casos del método, el compuesto antisentido
se administra a un paciente al menos aproximadamente 24 horas después de un trauma fisico a la médula espinal.
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En ciertos casos del método, el compuesto antisentido se usa en asociacién con un procedimiento de implantacion
quirdrgica. En ciertos casos adicionales del método, el procedimiento de implantacién quirdrgica se asocia con un
implante tratado previamente con compuesto antisentido para promover la cicatrizacion de heridas. En otro aspecto,
se describen compuestos antisentido capaces de promover la regeneracion de neuronas en asociacion con un
procedimiento para el tratamiento de una herida preexistente en un paciente caracterizado por la pérdida neuronal. En
ciertos casos, los agentes son compuestos antisentido de hasta 40 nucleobases de longitud que se dirigen a al menos
aproximadamente 8 nucleobases de una molécula de acido nucleico que codifica una conexina humana y el
compuesto antisentido inhibe la expresion de uno 0 mas conexina humana en asociacién con un procedimiento para
promover la regeneracion de neuronas para el tratamiento de una herida preexistente en un paciente. La herida incluye
las caracterizadas por la pérdida neuronal. Las conexinas que pueden ser diana incluyen las conexinas que tienen
una secuencia de nucleobases seleccionada de la SEQ ID NO: 12-31. En estos casos, los compuestos antisentido
pueden administrarse a un paciente al menos 24 horas después de un trauma fisico a la médula espinal de dicho
paciente que dio como resultado una pérdida neuronal. Los compuestos antisentido pueden administrarse a un
paciente en mas de 24 horas después de un trauma fisico a la médula espinal durante periodos de tiempo de semanas,
meses o afios después del trauma fisico que dio como resultado una pérdida neuronal.

En ciertos casos descritos de composiciones y métodos farmacéuticos, el compuesto antisentido se dirige a al menos
aproximadamente 8 nucleobases de una molécula de acido nucleico que codifica conexina 30 humana o conexina 37
humana. Preferentemente, el compuesto antisentido inhibe la expresion de una proteina conexina humana 30 o 37 en
células asociadas con el ojo de un paciente. Otras composiciones farmacéuticas comprenden un compuesto
antisentido dirigido a al menos aproximadamente 8 nucleobases de una molécula de acido nucleico que codifica una
conexina (por ejemplo, humana) que tiene una secuencia de nucleobases seleccionada de la SEQ ID NO: 12-31, y
preferentemente el compuesto antisentido inhibe la expresién de una conexina humana en asociacién con un
procedimiento para promover la regeneracion de neuronas para el tratamiento de una herida preexistente en un
paciente que se caracteriza por la pérdida neuronal.

Composiciones farmacéuticas

Se describen ademas composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos antisentido. En un caso, se describe
una composicion farmacéutica para reducir el dafio tisular asociado con un procedimiento oftalmico (por ejemplo,
cirugia), de manera que la composicion farmacéutica se formula para la administracién tdpica o local al ojo de un
sujeto y comprende un compuesto antisentido presente en una cantidad suficiente para inhibir la expresion de una
proteina conexina humana en células asociadas con el ojo del sujeto. En ciertos casos, el compuesto antisentido se
dirige a al menos aproximadamente 8 nucleobases de un acido nucleico que codifica una conexina (por ejemplo,
humana) que tiene una secuencia de nucleobases seleccionada de la SEQ ID NO: 1231. En ciertas modalidades, la
composicion farmacéutica para su uso en la invencién incluye un portador farmacéuticamente aceptable que
comprende un gel o acido plurénico tamponado, por ejemplo hasta aproximadamente 30 % de acido plurdnico en
solucion salina tamponada con fosfato. La composicién antisentido puede comprender diferentes cantidades de acido
o gel plurdnico, incluyendo, sin limitacién, cantidades de hasta aproximadamente 5 % de acido plurénico en solucién
salina tamponada con fosfato, hasta aproximadamente 10 % de acido plurénico en solucién salina tamponada con
fosfato, hasta aproximadamente 15 % de acido pluréonico en solucion salina tamponada con fosfato, hasta
aproximadamente 20 % de acido plurénico en solucion salina tamponada con fosfato, hasta aproximadamente 25 %
de acido plurénico en solucion salina tamponada con fosfato y hasta aproximadamente 30 % de acido plurénico en
solucion salina tamponada con fosfato.

Los compuestos antisentido para su uso en la invencion pueden incluir, ademas, compuestos bioequivalentes, que
incluyen sales y profarmacos farmacéuticamente aceptables. Esto pretende abarcar cualquiera de sales, ésteres o
sales de tales ésteres farmacéuticamente aceptables, o cualquier otro compuesto que, tras la administracion a un
animal que incluye un ser humano, sea capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito o residuo de
este biolégicamente activo. En consecuencia, por ejemplo, la descripcion se refiere, ademas, a las sales
farmacéuticamente aceptables de los acidos nucleicos y profarmacos de tales acidos nucleicos. Las "sales
farmacéuticamente aceptables" son sales fisiolégicamente y farmacéuticamente aceptables de los acidos nucleicos
descritos en la presente descripcién: es decir, sales que retienen la actividad biolégica deseada del compuesto
progenitor y no imparten efectos toxicolégicos no deseados a estos (ver, por ejemplo, Berge y otros, J. of Pharma Sci.
1977, 66, 1-19).

Para los oligonucleétidos, los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, (a) sales
formadas con cationes tales como sodio, potasio, amonio, magnesio, calcio, poliaminas tales como espermina y
espermidina, etc.; (b) sales de adicién 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
glucénico, acido citrico, acido malico, acido ascdrbico, 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 de aniones elementales tales como
cloruro, bromuro y yoduro.
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Los oligonucledtidos para el uso en la invencidon pueden prepararse adicionalmente o alternativamente para
administrarse en una 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 células de este
mediante la accion de enzimas enddégenas u otras sustancias quimicas y/o condiciones. En particular, las versiones
de profarmacos de los oligonucledtidos 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 antisentido pueden formularse en una composicion farmacéutica, que puede incluir portadores,
espesantes, diluyentes, tampones, conservantes, agentes activos de superficie, lipidos neutros o catiénicos, complejos
de lipidos, liposomas, mejoradores de la penetracion, compuestos portadores farmacéuticamente aceptables y otros
portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables y similares ademas del oligonucledtido.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluir ademas uno o mas ingredientes activos tales como interferones,
agentes antimicrobianos, agentes antiinflamatorios, anestésicos y similares. Las formulaciones para la administracion
parenteral pueden incluir soluciones acuosas estériles que también pueden contener tampones, liposomas, diluyentes
y otros aditivos adecuados. Las composiciones farmacéuticas que comprenden los oligonucleétidos para su uso en la
invencién pueden incluir mejoradores de la penetracién para mejorar el suministro alimentario de los oligonucledétidos.
Los mejoradores de la penetracién 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 1991, 8, 91-192; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems
1990, 7, 1-33). Pueden incluirse uno o mas mejoradores de la penetracion de una o mas de estas categorias amplias.

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

Las funciones fisiologicas de la bilis incluyen la facilitacion de la dispersion y la absorcién de lipidos y vitaminas solubles
en grasa (Brunton, Capitulo 38 en: Goodman & Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9na Ed.,
Hardman y otros McGraw-Hill, Nueva York, N. Y., 1996, paginas 934-935). Diversas sales biliares naturales, y sus
derivados sintéticos, actian como mejoradores de la penetracién. 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.

Pueden usarse formulaciones complejas que comprenden uno o mas mejoradores de la penetracion. Por ejemplo, las
sales biliares pueden usarse en combinacién con acidos grasos para realizar formulaciones complejas. Los agentes
quelantes incluyen, pero no se limitan a, etilendiaminotetraacetato disdédico (EDTA), acido citrico, salicilatos (por
ejemplo, salicilato de sodio, 5- metoxisalicilato y homovanilato), derivados N-acilo de colageno, derivados laureth-9 y
N-aminoacilo de beta-dicetonas (enaminas) [Lee y otros, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 1991,
pagina 92; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 1990, 7, 1-33; Buur y otros, J. Control Rel.
1990, 14, 43-51). Los agentes quelantes tienen la ventaja afiadida de que también sirven como inhibidores de la
DNasa.

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

Como se usa en la presente descripcion, "compuesto portador" se refiere a un acido nucleico, o analogo de este, que
es inerte (es decir, no tiene actividad bioldgica por si) pero se reconoce como un acido nucleico mediante procesos in
vivo que reducen la biodisponibilidad de un acido nucleico que tiene actividad bioldgica, por ejemplo, mediante la
degradacion del acido nucleico biolégicamente activo o promoviendo su eliminaciéon de la circulaciéon. La
administracion conjunta de un acido nucleico y un compuesto portador, tipicamente con un exceso de la ultima
sustancia, puede dar como resultado una reduccién sustancial de la cantidad de acido nucleico recuperado en el
higado, rifion u otros depdsitos extracirculatorios, presumiblemente debido a la competencia entre el compuesto
portador y el acido nucleico por un receptor comun. A diferencia de un compuesto portador, un "portador
farmacéuticamente aceptable" (excipiente) es un solvente farmacéuticamente aceptable, agente de suspensién o
cualquier otro vehiculo farmacolégicamente inerte para suministrar uno o mas acidos nucleicos a un animal. El portador
farmacéuticamente aceptable puede ser liquido o sélido y se selecciona con la manera de administracion planificada
para proporcionar el volumen, consistencia, etc. deseados, cuando se combina con un acido nucleico y los otros
componentes de una composicion farmacéutica dada. Los portadores farmacéuticamente aceptables tipicos incluyen,
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pero no se limitan a, agentes aglutinantes (por ejemplo, almidéon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidroxipropilmetilcelulosa, etc.); rellenos (por ejemplo, lactosa y otros azlcares, celulosa microcristalina, pectina,
gelatina, sulfato de calcio, etil celulosa, poliacrilatos o hidrégeno fosfato de calcio, etc); lubricantes (estearato de
magnesio, talco, silice, dioxido de silicio coloidal, &cido estearico, estearatos metalicos, aceites vegetales
hidrogenados, almidon de maiz, polietilenglicoles, benzoato sddico, acetato sédico, etc.); desintegrantes (por ejemplo,
almidon, glicolato de almiddn sédico, etc.); o agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato de sodio, etc.).

Las composiciones para su uso en la invenciéon pueden contener adicionalmente otros componentes adyuvantes
encontrados 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 compatibles
adicionales 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 para su uso en la presente invencion, tales como tintes, agentes saborizantes, conservantes,
antioxidantes, opacificantes, agentes espesantes y estabilizadores. Sin embargo, cuando se afiaden, tales materiales
no deberian interferir indebidamente con las actividades bioldgicas de los componentes de las composiciones descritas
en la presente descripcion.

Independientemente del método mediante el cual se introducen los oligonucleétidos en un paciente, los sistemas de
dispersion coloidal pueden usarse como vehiculos de suministro para mejorar la estabilidad in vivo de los
oligonucledtidos y/o para dirigir los oligonucleétidos a un tipo de 6rgano, tejido o célula particular. Los sistemas de
dispersion coloidal incluyen, pero no se limitan a, complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas
y sistemas a base de lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas, liposomas y
complejos de lipidos:oligonucledtidos de estructura no caracterizada. Un sistema de dispersion coloidal preferido es
una pluralidad de liposomas. Los liposomas son esferas microscopicas que tienen un nicleo acuoso rodeado por una
0 mas capas exteriores compuestas de lipidos dispuestos en una configuracion bicapa (ver, en general, Chonn y otros,
Current Op. Biotech. 1995,6,698-708).

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

Los polinucledtidos antisentido pueden administrarse tépicamente (en el sitio a tratar). Preferentemente, los
polinucleétidos antisentido se combinan con un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable para producir una
composicion farmacéutica. Los portadores y diluyentes adecuados incluyen soluciones salina isotdnicas, por ejemplo,
solucion salina tamponada con fosfato. La composicion puede formularse para la administracion parenteral,
intramuscular, intracerebral, intravenosa, subcutanea o transdérmica. La absorcion de acidos nucleicos por las células
de mamifero se mejora mediante varias técnicas de transfeccion conocidas, por ejemplo, las que usan agentes de
transfeccion. La formulacion que se administra puede contener tales agentes. El ejemplo de estos agentes incluye
agentes catidnicos (por ejemplo, fosfato calcico y DEAE- dextrano) y lipofectantes (por ejemplo, lipofectamTM y
transfectam TM).

En un aspecto, los oligonucleétidos pueden requerir un suministro especifico de sitio. También requieren el suministro
durante un periodo de tiempo prolongado. Aunque claramente el periodo de suministro dependera tanto del sitio en el
cual se va a inducir la regulaciéon negativa y del efecto terapéutico que se desea, frecuentemente se requerird un
suministro continuo durante 24 horas o mas. En un aspecto de la presente invencion, esto se logra mediante la
inclusion de los compuestos antisentido en una formulacién junto con un portador o vehiculo farmacéuticamente
aceptable, particularmente en forma de una formulacién para la administracion tépica. En particular, las formulaciones
tépicas tales como cremas, gotas, y otros descritos en la presente descripcion pueden emplearse para regular la
divisidn y el crecimiento de células basal epiteliales (mediante el uso de compuestos antisentido dirigidos a conexina
43) y la queratinizacién de la capa externa (mediante el uso de compuestos antisentido dirigidos a la conexina 31.1).

Las formulaciones para la administracion tépica pueden incluir parches transdérmicos, ungtientos, lociones, cremas,
geles, gotas, supositorios, atomizadores, liquidos y polvos. Los portadores farmacéuticos convencionales, acuosos,
polvos o bases aceitosas, espesantes y similares pueden ser necesarios o convenientes. También pueden ser utiles
condones recubiertos, guantes y similares. Las composiciones para la administracion oral incluyen polvos o granulos,
suspensiones o soluciones en agua o medios no acuosos, capsulas, sobres o tabletas. Pueden ser convenientes los
espesantes, agentes saborizantes, diluyentes, emulsionantes, auxiliares dispersantes o aglutinantes. Las
composiciones para la administracion parenteral pueden incluir soluciones acuosas estériles que también pueden
contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados. En algunos casos puede ser mas eficaz tratar a un paciente
con un oligonucledtido 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.

Se considera que la formulaciéon de las composiciones terapéuticas y su administraciéon posterior estan dentro de la
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experiencia en la técnica. La dosificacion es dependiente de la gravedad y capacidad de respuesta del estado de la
enfermedad a tratar, con el transcurso del tratamiento que durara desde varios dias a varios meses, o hasta que se
efectie una cura o se logre una disminucién del estado de la enfermedad. Los programas de dosificacion optimos
pueden calcularse a partir de las mediciones de acumulacién de farmacos en el cuerpo del paciente. Los expertos
pueden determinar facilmente las dosificaciones optimas, las metodologias de dosificacion y las tasas de repeticion.
Las dosificaciones 6ptimas pueden variar dependiendo de la potencia relativa de los oligonucleétidos individuales, y
generalmente pueden estimarse basado en la EC50 que se encuentra que es eficaz in vitro y en modelos animales in
vivo. En general, la dosificacion es de 0,01 mg/kg a 100 mg por kg de peso corporal, y puede administrarse una vez o
mas diariamente, semanalmente, mensualmente o anualmente, o incluso una vez cada 2 a 20 afios. Los expertos en
la técnica pueden estimar facilmente las tasas de repeticion para la dosificacion con base en los tiempos de
permanencia medidos y las concentraciones del farmaco en los liquidos o tejidos corporales. Después del tratamiento
exitoso, puede ser conveniente someter al paciente a una terapia de mantenimiento para evitar la recurrencia del
estado de la enfermedad, en donde el oligonucleétido se administra en dosis de mantenimiento, que varia de 0, 01
mg/kg a 100 mg por kg de peso corporal, una vez o mas diariamente, hasta una vez cada 20 afios. En el tratamiento
o prevencién de las condiciones que requieren la modulacién de conexina, un nivel de dosificacion apropiado sera
generalmente de aproximadamente 0,001 a 100 mg por kg de peso corporal del paciente por dia que puede
administrarse en dosis Unicas o multiples. Preferentemente, el nivel de dosificacion sera de aproximadamente 1 a
aproximadamente 40 mg/kg por dia.

Los oligonucledétidos descritos en la presente descripcion pueden usarse en diagndésticos, terapias, profilaxis y como
reactivos de investigacion y en kits. Ya que los oligonucleétidos se hibridan a acidos nucleicos que codifican conexina,
los ensayos de sandwich, calorimétricos y otros ensayos pueden construirse facilmente para explotar este hecho. La
provision de medios para detectar la hibridacion de oligonucleétidos con los genes o ARNm de conexina puede
lograrse rutinariamente. Tal provisién puede incluir conjugacion enzimatica, radiomarcaje o cualquier otro sistema de
deteccién adecuado. También pueden prepararse kits para detectar la presencia o ausencia de conexina.

Los oligonucleétidos de esta invenciéon también pueden usarse para propositos de investigacion. Por lo tanto, la
hibridacion especifica exhibida por los oligonucleétidos puede usarse para ensayos, purificaciones, preparaciones de
productos celulares y en otras metodologias que pueden ser apreciadas por los expertos en la técnica.

La conexina 43 que puede ser diana en ciertas modalidades de la invencién puede ser, pero no se limita a lo siguiente.
Cx 43 humana, a1 (SEQ ID NO: 12)

LOCUS NM 000165 ARNm lineal de 3088 pb PRI26-OCT-2004 DEFINICION Proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, alfa 1, 43 kDa (conexina 43)
(GJA1), ARNm.

1 acaaaaaagc ttttacgagg tatcagcact tttctttcat tagggggaag gcgtgaggaa

61 agtaccaaac agcagcggag ttttaaactt taaatagaca ggtctgagtg cctgaacttg

121 ccttttcatt ttacttcatc ctccaaggag ttcaatcact tggcgtgact tcactacttt

181 taagcaaaag agtggtgccc aggcaacatg ggtgactgga gcgccttagg caaactcctt
241 gacaaggttc aagcctactc aactgctgga gggaaggtgt ggctgtcagt acttttcatt

301 ttccgaatcc tgctgetggg gacageggtt gagtcagect ggggagatga geagtctgee
361 tttcgttgta acactcagca acctggttgt gaaaatgtct gctatgacaa gtctttcecca

421 atctctcatg tgcgcttetg ggtcctgcag atcatatttg tgtctgtace cacactcttg

481 tacctggctc atgtgttcta tgtgatgcga aaggaagaga aactgaacaa gaaagaggaa
541 gaactcaagg ttgcccaaac tgatggtgtc aatgtggaca tgcacttgaa gcagattgag
601 ataaagaagt tcaagtacgg tattgaagag catggtaagg tgaaaatgcg aggggggttg
661 ctgcgaacct acatcatcag tatcctcttc aagtctatct ttgaggtggc cttcttgetg

721 atccagtggt acatctatgg attcagcttg agtgctgttt acacttgcaa aagagatccc

781 tgcccacatc aggtggactg tttcctcetct cgeccccacgg agaaaaccat cttcatcate

841 ttcatgctgg tggtgtcctt ggtgtcectg gecttgaata tcattgaact cttctatgtt

901 ttcttcaagg gcgttaagga tcgggttaag ggaaagagceg acccttacca tgcgaccagt
961 ggtgcgctga gecctgccaa agactgtggg tctcaaaaat atgcttattt caatggcetge
1021 tcctcaccaa cegcetececct ctegectatg tetectectg ggtacaagcet ggttactgge
1081 gacagaaaca attcttcttg ccgcaattac aacaagcaag caagtgagca aaactgggct
1141 aattacagtg cagaacaaaa tcgaatgggg caggcgggaa gcaccatctc taactcccat
1201 gcacagcctt ttgatttccc cgatgataac cagaattcta aaaaactagc tgctggacat
1261 gaattacagc cactagccat tgtggaccag cgaccttcaa gcagagccag cagtcgtgcc
1321 agcagcagac ctcggcectga tgacctggag atctagatac aggcttgaaa gcatcaagat
1381 tccactcaat tgtggagaag aaaaaaggtg ctgtagaaag tgcaccaggt gttaattttg
1441 atccggtgga ggtggtactc aacagcctta ttcatgaggc ttagaaaaca caaagacatt
1501 agaataccta ggttcactgg gggtgtatgg ggtagatggg tggagaggga ggggataaga
1561 gaggtgcatg ttggtattta aagtagtgga ttcaaagaac ttagattata aataagagtt
1621 ccattaggtg atacatagat aagggctttt tctccccgca aacaccccta agaatggttc
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1681 tgtgtatgtg aatgagcggg tggtaatigt ggctaaatat tttigtttta ccaagaaact
1741 gaaataattc tggccaggaa taaatacttc ctgaacatct taggtctttt caacaagaaa
1801 aagacagagg attgtcctta agtccctgcet aaaacattce attgttaaaa tttgcacttt
1861 gaaggtaagc tttctaggcc tgaccctcca ggtgtcaatg gacttgtget actatatttt
1921 tttattcttg gtatcagttt aaaattcaga caaggcccac agaataagat tttccatgca
1981 tttgcaaata cgtatattct ttttccatcc acttgcacaa tatcattacc atcacttttt

2041 catcattcct cagctactac tcacattcat ttaatggttt ctgtaaacat ttttaagaca
2101 gttgggatgt cacttaacat tttttttttt tgagctaaag tcagggaatc aagccatgct
2161 taatatttaa caatcactta tatgtgtgtc gaagagtttg ttttgtttgt catgtattgg

2221 tacaagcaga tacagtataa actcacaaac acagatttga aaataatgca catatggtgt
2281 tcaaatttga acctttctca tggatttttg tggtgtgggce caatatggtg tttacattat

2341 ataattcctg ctgtggcaag taaagcacac tttttttttc tcctaaaatg tttttcectg

2401 tgtatcctat tatggatact ggttttgtta attatgattc tttattttct ctectttttt

2461 taggatatag cagtaatgct attactgaaa tgaatttcct ttttctgaaa tgtaatcatt
2521 gatgcttgaa tgatagaatt ttagtactgt aaacaggctt tagtcattaa tgtgagagac
2581 ttagaaaaaa tgcttagagt ggactattaa atgtgcctaa atgaattttg cagtaactgg
2641 tattcttggg ttttcctact taatacacag taattcagaa cttgtattct attatgagtt

2701 tagcagtctt ttggagtgac cagcaacttt gatgtttgca ctaagatttt atttggaatg
2761 caagagaggt tgaaagagga ttcagtagta cacatacaac taatttattt gaactatatg
2821 ttgaagacat ctaccagttt ctccaaatgc cttttttaaa actcatcaca gaagattggt
2881 gaaaatgctg agtatgacac ttttcttctt gcatgcatgt cagctacata aacagttttg
2941 tacaatgaaa attactaatt tgtttgacat tccatgttaa actacggtca tgttcagctt
3001 cattgcatgt aatgtagacc tagtccatca gatcatgtgt tctggagagt gttctttatt
3061 caataaagtt ttaatttagt ataaacat

1

Los ejemplos de conexinas descritos en la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a los siguientes.
Cx 46 humana, a3 (SEQ ID NO: 13)

LOCUS NM 021954 ARNm lineal de 1308 pb PRI27-OCT-2004 DEFINICION Proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, alfa 3, 46 kDa (conexina 46)
(GJA3), ARNm.

1 atgggcgact ggagctttct gggaagactc ttagaaaatg cacaggagca ctccacggtc

61 atcggcaagg tttggctgac cgtgctgttc atcttccgea tettggtget gggggecgeg

121 gcggaggacg tgtggggcga tgagcagtca gacttcacct gcaacaccca gcagecgggce
181 tgcgagaacg tctgctacga cagggccttc cccatctcce acatecegcett ctgggegcetg

241 cagatcatct tcgtgtccac gcccacccte atctacctgg gecacgtgct gcacategtg

301 cgcatggaag agaagaagaa agagagggag gaggaggagc agctgaagag agagagccce
361 agccccaagg agccaccgea ggacaatcece tegtcgeggg acgaccgegg cagggtgege
421 atggcecgggg cgctgetgeg gacctacgtc ttcaacatca tettcaagac getgttcgag

481 gtgggcttca tcgccggceca gtactttctg tacggcttcg agetgaagec getctaccge

541 tgcgaccgct ggecctgece caacacggtg gactgcettca tetccaggec cacggagaag
601 accatcttca tcatcttcat gctggeggtg gectgegegt cectgetgct caacatgetg

661 gagatctacc acctgggctg gaagaagctc aagcagggceg tgaccagecg cctcggeccg
721 gacgcctccg aggecccget ggggacagec gatccececege cectgeceee cagetcecegg
781 ccgceecgecg ttgecategg gttcccaccc tactatgege acaccgetge gecectggga

841 caggcccgceg cegtgggcta cccecggggec ccgecaccag ccgeggactt caaactgeta
901 gccctgaccg aggcgegegg aaagggecag tcegecaagce tetacaacgg ccaccaccac
961 ctgctgatga ctgagcagaa ctgggccaac caggcggecg ageggcagec cceggegcete
1021 aaggcttacc cggcagcgtc cacgcctgca gececcccagcec cecgtcggeag cagctceecg
1081 ccactcgcge acgaggctga ggcgggegceg gegeccctge tgetggatgg gagcggcage
1141 agtctggagg ggagcgcecct ggcagggacc cccgaggagg aggagcaggc cgtgaccacce
1201 gcggeccaga tgcaccagcec geccttgece ctcggagace caggtcggge cagcaaggcece
1261 agcagggcca gcagcgggceg ggccagaccg gaggacttgg ccatctag

I

Cx 37 humana, a4 (SEQ ID NO: 14)

LOCUS NM 002060 ARNm lineal de 1601 pb PRI26-OCT-2004 DEFINICION Proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, alfa 4, 37 kDa (conexina 37)
(GJA4), ARNm.

1 cteeggcecat cgteececcacce teccacctggg ccgeccgega ggcageggac ggaggecggg
61 agccatgggt gactggggct tcctggagaa gttgctggac caggtccgag agcactcgac
121 cgtggtgggt aagatctggc tgacggtgct cticatcttc cgcatcctca teetgggect

181 ggccggcegag tcagtgtggg gtgacgagcea gtcagatttc gagtgtaaca cggcccagece
241 aggctgcacc aacgtctgct atgaccaggc cttcceccate tcccacatce getactgggt
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301 gctgcagttc ctettcgtca gcacacccac cetggtctac ctgggcecatg tcatttacct

361 gtctcggcga gaagageggc tggcgcagaa ggagggggag ctgecgggceac tgccggecaa
421 ggacccacag gtggagcggg cgctggecgg catagagctt cagatggcca agatcteggt
481 ggcagaagat ggtcgcctge geattccgeg agcactgatg ggcacctatg tcgccagtgt
541 gctctgcaag agtgtgctag aggcaggctt cctctatgge cagtggegec tgtacggcetg
601 gaccatggag cccgtgtttg tgtgccagcg agcaccctge ccctaccteg tggactgett
661 tgtctctcge cccacggaga agaccatctt catcatcttc atgttggtgg ttggactcat

721 ctceetggtg cttaacctge tggagttggt gcacctgcetg tgtcgcetgece tcagececgggg

781 gatgagggca cggcaaggcc aagacgcacc cccgacccag ggcacctect cagaccctta
841 cacggaccag ggtcttcttc tacctcceceg tggeccagggg ccctecatcee caccatgecce
901 cacctacaat gggctctcat ccagtgagca gaactgggcc aacctgacca cagaggagag
961 gctggcegtcet tccaggceccc ctetettect ggacccacce cctcagaatg gccaaaaacce
1021 cccaagtcgt cccagceagct ctgcttctaa gaagcagtat gtatagaggce ctgtggctta
1081 tgtcacccaa cagaggggtc ctgagaagtc tggctgectg ggatgecccc tgececctee
1141 tggaaggctc tgcagagatg actgggctgg ggaagcagat gettgctgge catggagect
1201 cattgcaagt tgttcttgaa cacctgaggc cttcctgtgg cccaccaggce actacggcett
1261 cctctccaga tgtgctttge ctgagcacag acagtcagca tggaatgctc ttggccaagg
1321 gtactggggc cctetggect tttgcagcetg atccagagga acccagagcec aacttaccce
1381 aacctcaccc tatggaacag tcacctgtgc gcaggttgtc ctcaaaccct ctcctcacag
1441 gaaaaggcgg attgaggctg ctgggtcagce cttgatcgca cagacagagc ttgtgccgga
1501 tttggccectg tcaaggggac tggtgecttg ttttcatcac tecttectag ttctactgtt

1561 caagctictg aaataaacag gacttgatca caaaaaaaaa a

1

Cx 40 humana, a5 (SEQ ID NO: 15)

LOCUS NM 005266 ARNm lineal de 2574 pb PRI27-OCT-2004 DEFINICION proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, alfa 5, 40 kDa (conexina 40) (GJA5), variante de transcripcion A, ARNm.

1 gcaaaaagcg tgggcagttg gagaagaagc agccagagtg tgaagaagcc cacggaagga
61 aagtccaggg aggaggaaaa gaagcagaag ttttggcatc tgttccctgg ctgtgccaag
121 atgggcgatt ggagcttcct gggaaatttc ctggaggaag tacacaagca ctcgaccgtg
181 gtaggcaagg tctggctcac tgtectctte atattccgta tgctcgtgcet gggcacagcet

241 gctgagtctt cctgggggga tgagcaggct gatttccggt gtgatacgat tcagectgge

301 tgccagaatg tctgctacga ccaggctttc cccatctcee acattcgeta ctgggtgetg

361 cagatcatct tcgtctccac gecectetetg gtgtacatgg gecacgcecat gecacactgtg

421 cgcatgcagg agaagcgcaa gctacgggag gccgagaggg ccaaagaggt ccggggctct
481 ggctcttacg agtacccggt ggcagagaag gcagaactgt cctgctggga ggaagggaat
541 ggaaggattg ccctccaggg cactctgetc aacacctatg tgtgcagcat cctgatcege
601 accaccatgg aggtgggctt cattgtgggc cagtacttca tctacggaat cttcctgace

661 accctgcatg tctgccgecag gagtcectgt ccccacecgg tcaactgtta cgtatccegg

721 cccacagaga agaatgtctt cattgtcttt atgctggcetg tggctgeact gtecctecte

781 cttagcctgg ctgaactcta ccacctggge tggaagaaga tcagacagceg atttgtcaaa
841 ccgcggcagc acatggctaa gtgccagctt tetggeccct ctgtgggeat agtccagage
901 tgcacaccac cccccgactt taatcagtge ctggagaatg geecctggggg aaaattctte
961 aatcccttca gcaataatat ggcctcccaa caaaacacag acaacctggt caccgagcaa
1021 gtacgaggtc aggagcagac tcctggggaa ggtttcatcc aggttcgtta tggccagaag
1081 cctgaggtgc ccaatggagt ctcaccaggt caccgccttc cccatggcta tcatagtgac
1141 aagcgacgtc ttagtaaggc cagcagcaag gcaaggtcag atgacctatc agtgtgaccc
1201 tcctttatgg gaggatcagg accaggtggg aacaaaggag gctcagagaa gaaagacgtg
1261 tcccttctga actgatgctt tctcactgtc atcactgctt ggctectttg agccccgggt

1321 ctcaatgacg ttgctcatta attctagaaa ctataaccag ggctctggga tagtaagaga
1381 ggtgacaacc cacccagact gcagttccct ccccacccte tacccagtat acgaagcectt
1441 tcagattact catgaaacag ggtagaggga aagaagggaa gcatggcaaa agctggcctg
1501 gaagggatag ccagagggat agaatgactc tctctctaca taccagcagce ataccaaatg
1561 cgttctctaa gttcctacct cettgacctg atcaccctcce ctectccaag gaagagctea
1621 aagttcccag ccaatagaca gcatgaatca aggaacttgc attatatgtg ctcttgaatc
1681 tgttgtctcc atggaccatt cctcggagta gtggtgagat ggccttgggt tgeecttgge

1741 ttctectecce tetactcage cttaaaaagg gettcttgga actttaccag cagcectcage
1801 tttacaaatg ccttggtatg tacctctggc aaatgcccca ccttggtgat gttgcaacct

1861 ttccttctge tagggtgtac acctagectg tgcaggtgte agecctgceta gggagtcact
1921 gtacacacaa actctactgg aattcctgcc aacatctgtc accctgcagc tectttacag
1981 ttcaatccaa tgatagaaac catcccttcc ctttctcect tggcetgttca cccagecatt

2041 ccctgaaggc cttaccaaca ggaatatcca agaagcetgtt gtccectete gaaccctgac
2101 cagatcatca gccactgagg ccagtggaat ttccccaggce cttgttaaaa caaagaaage
2161 attgtacctc tcagattccc cttgtggaaa aaaaaattct gctgtgaaga tgaaaataaa
2221 aatggagaga aaacactgga aaactatttt cccctectat ttacttectt tgctgactge
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2281 caacttagtg ccaagaggag gtgtgatgac agctatggag gcccccagat ctetctetee
2341 tggaggcttt agcaggggca aggaaatagt aggggaatct ccagctctcet tggcagggec
2401 tttatttaaa gagcgcagag attcctatgt ctccctagtg cccctaatga gactgccaag
2461 tgggggctgt agaaaagcct tgccttccce agggattgge ctggtetctg tattcactgg
2521 atccataatg ggttgctgtt gttttggatg aaggtaaacg atgcttggaa ttgg

I

Cx 45 humana, a7 (SEQ ID NO: 16)

LOCUS NM 005497

ARNm lineal de 1191 pb PRI23-DEC-2003 DEFINICION proteina de unién de tipo

hendidura de Homo sapiens, alfa 7, 45 kDa (conexina 45) (GJA7), ARNm.

1 atgagttgga gctttctgac tcgectgcta gaggagattc acaaccattc cacatttgtg

61 gggaagatct ggctcactgt tctgattgtc ttccggatceg tecttacage tgtaggagga

121 gaatccatct attacgatga gcaaagcaaa tttgtgtgca acacagaaca gccgggctgt

181 gagaatgtct gttatgatgc gtttgcacct ctctcccatg tacgcettctg ggtgttccag

241 atcatcctgg tggcaactcc ctetgtgatg tacctgggct atgctatcca caagattgec

301 aaaatggagc acggtgaagc agacaagaag gcagctcgga gcaagcccta tgcaatgcge
361 tggaaacaac accgggctct ggaagaaacg gaggaggaca acgaagagga tcctatgatg
421 tatccagaga tggagttaga aagtgataag gaaaataaag agcagagcca acccaaacct
481 aagcatgatg gccgacgacg gattcgggaa gatgggctca tgaaaatcta tgtgctgcag
541 ttgctggcaa ggaccgtgtt tgaggtgggt tttctgatag ggcagtattt tctgtatgge

601 ttccaagtcc acccgtttta tgtgtgcagce agacttectt gtcctcataa gatagactge

661 tttatttcta gacccactga aaagaccatc ttcctictga taatgtatgg tgttacagge

721 ctttgcctct tgcttaacat ttgggagatg cttcatttag ggtttgggac cattcgagac

781 tcactaaaca gtaaaaggag ggaacttgag gatccgggtg cttataatta tcctttcact

841 tggaatacac catctgctcc ccctggctat aacattgetg tcaaaccaga tcaaatccag

901 tacaccgaac tgtccaatgc taagatcgcc tacaagcaaa acaaggccaa cacagcccag
961 gaacagcagt atggcagcca tgaggagaac ctcccagcetg acctggaggce tetgcagegg
1021 gagatcagga tggctcagga acgcttggat ctggcagttc aggcectacag tcaccaaaac
1081 aaccctcatg gtcccecggga gaagaaggcec aaagtggggt ccaaagctgg gtccaacaaa
1141 agcactgcca gtagcaaatc aggggatggg aagaactctg tctggattta a

I

Cx 50 humana, a8 (SEQ ID NO: 17)

LOCUS NM 005267

ARNm lineal de 1362 pb PRI 26-OCT-2004 DEFINICION proteina de unién de tipo

hendidura de Homo sapiens, alfa 8, 50 kDa (conexina 50) (GJA8), ARNm.

1 agcgccaaga gagaaagagc acatatttct ccgtgggaca ctecttgtat tggtgggtga

61 gaaatgggcg actggagttt cctggggaac atcttggagg aggtgaatga gcactccacc

121 gtcatcggca gagtctggct caccgtgctt ttcatcttce ggatcctcat ccttggcacg

181 gccgcagagt tcgtgtgggg ggatgagcaa tccgacttcg tgtgcaacac ccagcagect

241 ggctgcgaga acgtctgeta cgacgaggcc tttcccatct cccacattcg cetctgggtg

301 ctgcagatca tcttcgtctc cacccegtee ctgatgtacg tggggcacgce ggtgcactac

361 gtccgcatgg aggagaagceg caaaagccgce gacgaggagce tgggccagca ggecggggact
421 aacggcggcc cggaccaggg cagcgtcaag aagagcagceg gcagcaaagg cactaagaag
481 ttccggcetgg aggggaccct getgaggacc tacatctgee acatcatctt caagaccctc

541 tttgaagtgg gcttcatcgt gggccactac ttcetgtacg ggttccggat cetgectetg

601 taccgctgca geceggtggcec ctgecccaat gtggtggact gettegtgte ccggeccacg

661 gagaaaacca tcttcatcct gttcatgttg tetgtggect ctgtgtcect attcctcaac

721 gtgatggagt tgagccacct gggcctgaag gggatccggt ctgecttgaa gaggcectgta

781 gagcagcccc tgggggagat tcctgagaaa tccctccact ccattgcetgt ctectecate

841 cagaaagcca agggctatca gcttctagaa gaagagaaaa tcgtttccca ctatttcccc

901 ttgaccgagg ttgggatggt ggagaccagc ccactgcctg ccaagccttt caatcagttc

961 gaggagaaga tcagcacagg acccctgggg gacttgtccc ggggctacca agagacactg
1021 ccttcctacg ctcaggtggg ggcacaagaa gtggagggceg aggggcecgec tgcagaggag
1081 ggagccgaac ccgaggtggg agagaagaag gaggaagcag agaggctgac cacggaggag
1141 caggagaagg tggccgtgcc agagggggag aaagtagaga cccccggagt ggataaggag
1201 ggtgaaaaag aagagccgca gtcggagaag gtgtcaaagc aagggctgcc agctgagaag
1261 acaccttcac tctgtccaga gctgacaaca gatgatgcca gacccctgag caggctaage
1321 aaagccagca gccgagcecag gtcagacgat ctaaccgtat ga

1

Cx 36 humana, a9, y1 (SEQ ID NO: 18)

LOCUS NM 020660
(CX36), ARNm.

ARNm lineal de 966 pb PRI03-SEP-2004 DEFINICION conexina 36 de Homo sapiens
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1 atgggggaat ggaccatctt ggagaggctg ctagaagccg cggtgcagca gcactccact
61 atgatcggaa ggatcctgtt gactgtggtg gtgatcttcc ggatcctcat tgtggcecatt

121 gtgggggaga cggtgtacga tgatgagcag accatgtttg tgtgcaacac cctgcagccc
181 ggctgtaacc aggcctgceta tgaccgggcec ttccecatet cccacatacg ttactgggte
241 ttccagatca taatggtgtg tacccccagt ctttgcttca tcacctacte tgtgcaccag

301 tccgeccaagce agcgagaacg ccgctactct acagtcttce tagccctgga cagagacccee
361 cctgagtcca taggaggtcc tggaggaact gggggtgggg gcagtggtgg gggcaaacga
421 gaagataaga agttgcaaaa tgctattgtg aatggggtgc tgcagaacac agagaacacc
481 agtaaggaga cagagccaga ttgtttagag gttaaggagc tgactccaca cccatcaggt
541 ctacgcactg catcaaaatc caagctcaga aggcaggaag gcatctceeg cttctacatt
601 atccaagtgg tgttccgaaa tgccctggaa attgggttcc tggttggcca atattttcte

661 tatggcttta gtgtcccagg gttgtatgag tgtaaccgcet acccctgcat caaggaggtg

721 gaatgttatg tgtcccggcc aactgagaag actgtctttc tagtgttcat gtttgctgta

781 agtggcatct gtgttgtgct caacctggct gaactcaacc acctgggatg gcgcaagatc
841 aagctggctg tgcgaggggc tcaggccaag agaaagtcaa tctatgagat tcgtaacaag
901 gacctgccaa gggtcagtgt tcccaatttt ggcaggactc agtccagtga ctctgectat
961 gtgtga

1

Cx 59/58 humana, a10 (SEQ ID NO: 19)

LOCUS NM 030772 ARNm lineal de 1901 pb PRI 27-OCT-2004 DEFINICION proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, alfa 10, 59 kDa (GJA10), ARNm. 1 cagggagttg tggttgcaac actgtactcc agcctgggca
acagagggag actctgtctc

61 aacaaacaaa caaacaaaga aaaaacccca cagctatcta gggaaaaagt aaagcaacca
121 gcatatagaa gtgacatatt gttatatttt caccataggt ttgctttaag aaatagtgct

181 cccttcagaa tggaagaatt tatctgcctc ttatttgatg tggatcagag ctaagatgge

241 tgactaaata aacatggggg actggaatct ccttggagat actctggagg aagttcacat
301 ccactccacc atgattggaa agatctggct caccatcctg ttcatatttc gaatgcettgt

361 tctgggtgta gcagcetgaag atgtctggaa tgatgagceag tetggcttca tetgcaatac

421 agaacaacca ggctgcagaa atgtatgcta cgaccaggcc tttcctatct ccctcattag
481 atactgggtt ctgcaggtga tatttgtgtc ttcaccatcc ctggtctaca tgggccatge

541 attgtaccga ctgagagtic ttgaggaaga gaggcaaagg atgaaagctc agttaagagt
601 agaactggag gaggtagagt ttgaaatgcc tagggatcgg aggagattgg agcaagagct
661 ttgtcagctg gagaaaagga aactaaataa agctccactc agaggaacct tgctttgcac
721 ttatgtgata cacattttca ctcgcetctgt ggttgaagtt ggattcatga ttggacagta

781 ccttttatat ggatttcact tagagccgct atttaagtgc catggccacc cgtgtccaaa

841 tataatcgac tgttttgtct caagaccaac agaaaagaca atattcctat tatttatgca

901 atctatagcc actatttcac ttttcttaaa cattcttgaa attticcacc taggttttaa

961 aaagattaaa agagggcttt ggggaaaata caagttgaag aaggaacata atgaattcca
1021 tgcaaacaag gcaaaacaaa atgtagccaa ataccagagc acatctgcaa attcactgaa
1081 gcgactccct tctgeccctg attataatct gttagtggaa aagcaaacac acactgcagt
1141 gtaccctagt ttaaattcat cttctgtatt ccagccaaat cctgacaatc atagtgtaaa

1201 tgatgagaaa tgcattttgg atgaacagga aactgtactt tctaatgaga tttccacact
1261 tagtactagt tgtagtcatt ttcaacacat cagttcaaac aataacaaag acactcataa
1321 aatatttgga aaagaactta atggtaacca gttaatggaa aaaagagaaa ctgaaggcaa
1381 agacagcaaa aggaactact actctagagg tcaccgttct attccaggtg ttgctataga
1441 tggagagaac aacatgaggc agtcacccca aacagttttc tccttgccag ctaactgega
1501 ttggaaaccg cggtggctta gagctacatg gggttcctct acagaacatg aaaaccgggg
1561 gtcacctcct aaaggtaacc tcaagggcca gttcagaaag ggcacagtca gaacccttce
1621 tccttcacaa ggagattctc aatcacttga cattccaaac actgctgatt ctttgggagg
1681 gctgtccttt gagccagggt tggtcagaac ctgtaataat cctgtttgtc ctccaaatca

1741 cgtagtgtcc ctaacgaaca atctcattgg taggcgggtt cccacagatc ttcagatcta
1801 aacagcggtt ggcttttaga cattatatat attatcagag aagtagccta gtggtcgtgg
1861 ggcacagaaa aaatagatag gggcagctct aaagaccagc t

1

Cx 46.6/47 humana, a12 (SEQ ID NO: 20)

LOCUS AY285161 ARNmM lineal de 1311 pb PRI 19-MAY-2003 DEFINICION conexina 47 de Homo sapiens,
cds completos.

1 atgagctgga gcttcctgac gecggetgetg gaggagatce acaaccactc caccttegtg

61 ggcaaggtgt ggctcacggt getggtggtce ttccgeateg tgctgacggce tgtgggegge

121 gaggccatct actcggacga gcaggccaag ttcacttgca acacgcggca gccaggcetge
181 gacaacgtct gctatgacgc cttcgcgecc ctgtcgcacg tgegcettetg ggtettccag

241 attgtggtca tctccacgcece cteggteatg tacctggget acgecgtgea cegectggec
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301 cgtgcgtctg agcaggagceg gegecgegec ctecgecgee geccecggggec acgecgcgeg
361 ccececgagegce acctgecgece cececgeacgece ggetggectg agececgecga cetgggegag
421 gaggagcccea tgctgggect gggcgaggag gaggaggagg aggagacggg ggcagecgag
481 ggcgecggeg aggaagegga ggaggcagge gcggaggagg cgtgcactaa ggeggtegge
541 gctgacggca aggcggcagg gaccccgggce ccgaccggge aacacgatgg gcggaggcege
601 atccagcggg agggcectgat gecgegtgtac gtggeccagce tggtggeccag ggcagctttc

661 gaggtggcect tcctggtggg ccagtacctg ctgtacggct tcgaggtgeg accgttettt

721 ccctgecagcec gecagcecctg ccecgeacgtg gtggactgct tegtgtcgeg cectactgaa

781 aagacggtct tcctgetggt tatgtacgtg gtcagcetgcece tgtgectgcet getcaaccte

841 tgtgagatgg cccacctggg cttgggcagce gecgcaggacg cggtgecgegg ccgecgegge
901 cceceeggcect cecgeeccecge ceeccgegecg cggeccecge cetgegectt ceetgeggeg

961 gcegetggcet tggectgeee geccgactac agectggtgg tgcgggegge cgagegegcet
1021 cgggcgcatg accagaacct ggcaaacctg gcectgcagg cgetgecgega cggggcageg
1081 gctggggacc gcgaccggga cagttcgeeg tgegteggec teeetgegge cteceggggg
1141 ccccccagag caggcegcecce cgegtccegg acgggceagtg ctacctetge gggceactgte
1201 ggggagcagg gccggeccgg cacccacgag cggccaggag ccaageccag ggetggetee
1261 gagaagggca gtgccagcag cagggacggg aagaccaccg tgtggatctg a

1

Cx 32 humana, 31 (SEQ ID NO: 21)

LOCUS BC039198-BC  ARNm lineal de 1588 pb PRI 07-OCT-2003 DEFINICION Proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, beta 1, 32 kDa (conexina 32, neuropatia de Charcot-Marie-Tooth, ligado a X), ARNm
(clon de ADNc MGC:22506 IMAGE:4710239), cds completo.

1 agacattctc tgggaaaggg cagcagcagc caggtgtggc agtgacaggg aggtgtgaat

61 gaggcaggat gaactggaca ggtttgtaca ccttgctcag tggcgtgaac cggcattcta

121 ctgccattgg ccgagtatgg ctctcggtcea tettcatcett cagaatcatg gtgetggtgg

181 tggctgcaga gagtgtgtgg ggtgatgaga aatcttcctt catctgcaac acactccage

241 ctggctgcaa cagcgtttge tatgaccaat tcttccccat cteccatgtg cggcetgtggt

301 ccctgecagct catcctagtt tccaccecag ctetectegt ggecatgecac gtggetcace

361 agcaacacat agagaagaaa atgctacggc ttgagggcca tggggacccce ctacacctgg
421 aggaggtgaa gaggcacaag gtccacatct cagggacact gtggtggacc tatgtcatca
481 gcgtggtgtt ccggctgttg tttgaggecg tcttcatgta tgtcttttat ctgetctace

541 ctggctatgc catggtgcgg ctggtcaagt gcgacgtcta ccectgecce aacacagtgg
601 actgcttcgt gtcccgecce accgagaaaa cegtettcac cgtcttcatg ctagetgect

661 ctggcatctg catcatcctc aatgtggeccg aggtggtgta cctcatcate cgggectgtg

721 ccecgecgagce ccagegecgce teccaateccac cttccecgecaa gggetcggge ttcggecacce
781 gcctctcacc tgaatacaag cagaatgaga tcaacaagct gectgagtgag caggatggct
841 ccctgaaaga catactgcgc cgcagcecctg gcaccggggc tgggcetgget gaaaagageg
901 accgctgctc ggcctgcetga tgccacatac caggcaacct cccatcccac ccccgaccct
961 gcectgggeg ageccctect teteecectge cggtgcacag gectetgect getggggatt
1021 actcgatcaa aaccttcctt ccectggctac ttcecttect cccggggect tecttttgag

1081 gagctggagg ggtggggagc tagaggccac ctatgccagt gectcaaggtt actgggagtg
1141 tgggctgccc ttgttgectg cacccttecc tetteectet cectetetet gggaccactg

1201 ggtacaagag atgggatgct ccgacagcegt ctccaattat gaaactaatc ttaaccctgt
1261 gctgtcagat accctgtttc tggagtcaca tcagtgagga gggatgtggg taagaggage
1321 agagggcagg ggtgctgtgg acatgtgggt ggagaaggga gggtggccag cactagtaaa
1381 ggaggaatag tgcttgctgg ccacaaggaa aaggaggagg tgtctggggt gagggagtta
1441 gggagagaga agcaggcaga taagttggag caggggttgg tcaaggccac ctetgectct
1501 agtccccaag gcectctctct gectgaaatg ttacacatta aacaggattt tacagcaaaa
1561 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaa

1

Cx 26 humana, B2 (SEQ ID NO: 22)

LOCUS NM 004004 ARNm lineal de 2263 pb PRI28-OCT-2004 DEFINICION proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, beta 2, 26 kDa (conexina 26) (GJB2), ARNm.

1 cggagcccct cggeggegec cggeccagga cccgectagg agecgcaggag ccccagegea
61 gagaccccaa cgccgagacc cccgeccegg ccecegecgeg cttecteceg acgcagagea
121 aaccgcccag agtagaagat ggattggggc acgctgcaga cgatcctggg gggtgtgaac
181 aaacactcca ccagcattgg aaagatctgg ctcaccgtcc tcttcatttt tcgeattatg

241 atcctegttg tggctgcaaa ggaggtgtgg ggagatgage aggcecgactt tgtctgcaac

301 accctgcagce caggctgcaa gaacgtgtge tacgatcact acttccecat ctcccacate

361 cggctatggg ccctgcagct gatcttcgtg tccacgccag cgctectagt ggecatgcac

421 gtggcctacc ggagacatga gaagaagagg aagttcatca agggggagat aaagagtgaa
481 tttaaggaca tcgaggagat caaaacccag aaggtccgca tcgaaggctc cctgtggtgg
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541 acctacacaa gcagcatctt cttccgggtc atcticgaag ccgccticat gtacgtcttc

601 tatgtcatgt acgacggctt ctccatgcag cggcetggtga agtgcaacge ctggecttgt
661 cccaacactg tggactgctt tgtgtcccgg cccacggaga agactgtctt cacagtgttc
721 atgattgcag tgtctggaat ttgcatcctg ctgaatgtca ctgaattgtg ttatttgcta

781 attagatatt gttctgggaa gtcaaaaaag ccagtttaac gcattgccca gttgttagat

841 taagaaatag acagcatgag agggatgagg caacccgtgc tcagctgtca aggctcagtc
901 gccagcattt cccaacacaa agattctgac cttaaatgca accatttgaa acccctgtag
961 gcctcaggtg aaactccaga tgccacaatg gagctctgct ccecctaaage ctcaaaacaa
1021 aggcctaatt ctatgcctgt cttaattttc tttcacttaa gttagttcca ctgagacccc

1081 aggctgttag gggttattgg tgtaaggtac tttcatattt taaacagagg atatcggcat
1141 ttgtttcttt ctctgaggac aagagaaaaa agccaggttc cacagaggac acagagaagg
1201 tttgggtgtc ctcctggggt tetttttgee aactttceee acgttaaagg tgaacattgg

1261 ttctttcatt tgctttggaa gttttaatct ctaacagtgg acaaagttac cagtgcctta

1321 aactctgtta cactttttgg aagtgaaaac tttgtagtat gataggttat tttgatgtaa

1381 agatgttctg gataccatta tatgttccce ctgtttcaga ggctcagatt gtaatatgta
1441 aatggtatgt cattcgctac tatgatttaa tttgaaatat ggtcttttgg ttatgaatac

1501 tttgcagcac agctgagagg ctgtctgttg tattcattgt ggtcatagca cctaacaaca
1561 ttgtagcctc aatcgagtga gacagactag aagttcctag tgatggctta tgatagcaaa
1621 tggcctcatg tcaaatattt agatgtaatt ttgtgtaaga aatacagact ggatgtacca
1681 ccaactacta cctgtaatga caggcctgtc caacacatct cccttttcca tgactgtggt
1741 agccagcatc ggaaagaacg ctgatttaaa gaggtcgctt gggaatttta ttgacacagt
1801 accatttaat ggggaggaca aaatggggca ggggagggag aagtttctgt cgttaaaaac
1861 agatttggaa agactggact ctaaattctg ttgattaaag atgagctttg tctacttcaa
1921 aagtttgttt gcttacccct tcagectcca attttttaag tgaaaatata actaataaca

1981 tgtgaaaaga atagaagcta aggtttagat aaatattgag cagatctata ggaagattga
2041 acctgaatat tgccattatg cttgacatgg tttccaaaaa atggtactcc acatacttca
2101 gtgagggtaa gtattttcct gttgtcaaga atagcattgt aaaagcattt tgtaataata
2161 aagaatagct ttaatgatat gcttgtaact aaaataattt tgtaatgtat caaatacatt
2221 taaaacatta aaatataatc tctataataa aaaaaaaaaa aaa

1

Cx 31 humana, B3 (SEQ ID NO: 23)

LOCUS NM 024009 ARNm lineal de 2220 pb PRI28-OCT-2004 DEFINICION proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, beta 3, 31 kDa (conexina 31) (GJB3), variante de transcripcion 1, ARNm.

1 gaacttcttt cctggcacag gactcactgt geccectteee getgtgggta caaggtetge

61 cccccaccce agctctccaa ageccaccgg ceteecectgga ggecgaggtec gacggecegt
121 cgcaccggga gggggggctc ccaggggtge cccacgcacg gtcaaggtce cgecgecaagce
181 ggggaccggg ctgggccgga agcgggceacg gtactcgegg caaactageg tgggcgagte
241 ctgattgcag tcggacctgc cgcecgeggcea cttaacagtt tgcagagtgce ttcccgeccee

301 tgatctcatt ggagccttcg gacagcccag cccatggceca ccgatgeccce catttcacge

361 ctgaggaagc ggaggctcag acgggccacc agcccctccg gaggcetggece cgggagegcec
421 tggcagcgtc gggtctagga geeggctecce tectgeteee tectcegege cgeccggggt

481 gtgcccgeceg tetgtgtgea ccactgetga geccagetee ggegeccteg cetetgetgt

541 gggccecggg gacgeggggt caggecaccg cgttggeccag geegetgecag gtaggcacgg
601 cccccaccag gegecatgga ctggaagaca ctccaggecc tactgagegg tgtgaacaag
661 tactccacag cgttcgggceg catctggctg tccgtggtgt tegtettceg ggtgetggta

721 tacgtggtgg ctgcagagcg cgtgtggggg gatgagcaga aggactttga ctgcaacacc
781 aagcagcccg gctgcaccaa cgtetgetac gacaactact tccccatcte caacatcege

841 ctctgggccc tgcagctcat cttcgtcaca tgeccctege tgetggtcat cetgcacgtg

901 gcctaccgtg aggagcggga gecgecggeac cgccagaaac acggggacca gtgegecaag
961 ctgtacgaca acgcaggcaa gaagcacgga ggcctgtggt ggacctacct gttcagcectc
1021 atcttcaagc tcatcattga gttectette ctctacctge tgcacactcet ctggcatgge

1081 ttcaatatgc cgcgectggt gcagtgtgece aacgtggecce cetgececcaa catcgtggac
1141 tgctacattg cccgacctac cgagaagaaa atcttcacct acttcatggt gggcgcectee
1201 gccgtetgea tegtactcac catetgtgag ctctgctacce tcatctgecca cagggtectg

1261 cgaggcctgc acaaggacaa gectcgaggg ggttgcagece cctegtecte cgeccagecga
1321 gcttccacct gecgetgeca ccacaagcetg gtggaggcetg gggaggtgga tccagaccca
1381 ggcaataaca agctgcaggc ttcagcaccc aacctgaccc ccatctgacc acagggcagg
1441 ggtggggcaa catgcgggct gccaatggga catgcagggce ggtgtggcag gtggagaggt
1501 cctacagggg ctgagtgacc ccactctgag ttcactaagt tatgcaactt tcgttttgge

1561 agatattttt tgacactggg aactgggctg tctagccggg tataggtaac ccacaggcecc
1621 agtgccagcc ctcaaaggac atagactttg aaacaagcga attaactatc tacgctgcect
1681 gcaaggggcc acttagggca ctgctagcag ggcttcaacc aggaagggat caacccagga
1741 agggatgatc aggagaggct tccctgagga cataatgtgt aagagaggtg agaagtgctc
1801 ccaagcagac acaacagcag cacagaggtc tggaggccac acaaaaagtg atgctcgccc
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1861 tgggctagcc tcagcagacc taaggcatct ctactccctc cagaggagcec geccagattc
1921 ctgcagtgga gaggaggtct tccagcagca gcaggtctgg agggctgaga atgaacctga
1981 ctagaggttc tggagatacc cagaggtccc ccaggtcatc acttggctca gtggaagecc
2041 tctttcceca aatectacte cctcagectc aggcagtggt getcecatcet tectceccac

2101 aactgtgctc aggctggtge cagcectttca gaccctgete ccagggactt gggtggatge
2161 gctgatagaa catcctcaag acagtttcct tgaaatcaat aaatactgtg ttttataaaa

I

Cx30.3 humana, 34 (SEQ ID NO: 24)

LOCUS NM_ 153212 ARNm lineal de 1243 pb PRI27-OCT-2004 DEFINICION proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, beta 4 (conexina 30.3) (GJB4), ARNm.

1 caaggctccc aaggcctgag tgggcaggta gcacccaggt atagaccttc cacgtgcagce

61 acccaggaca cagccagcat gaactgggca tttctgcagg gectgetgag tggegtgaac
121 aagtactcca cagtgctgag ccgcatctgg ctgtetgtgg tgttcatctt tcgtgtgetg

181 gtgtacgtgg tggcagcgga ggaggtgtgg gacgatgagc agaaggactt tgtctgcaac
241 accaagcagc ccggctgecc caacgtetge tatgacgagt tcttccecgt gtcccacgtg

301 cgcctectggg ccctacagct catcectggtc acgtgcccct cactgetegt ggtcatgcac

361 gtggcctace gcgaggaacg cgagcgcaag caccacctga aacacgggcec caatgccccg
421 tccctgtacg acaacctgag caagaagcgg ggcggactgt ggtggacgta cttgetgage
481 ctcatcttca aggccgcecgt ggatgetggce ttcctctata tcttccacceg cctctacaag

541 gattatgaca tgcccecgegt ggtggectge tccgtggagce cttgecceca cactgtggac

601 tgttacatct cccggcccac ggagaagaag gtcttcacct acttcatggt gaccacagct

661 gccatctgca tectgetcaa cctcagtgaa gtcttctace tggtgggcaa gaggtgceatg

721 gagatcttcg gccccaggcea cecggeggect cggtgeecggg aatgectace cgatacgtge
781 ccaccatatg tcctctccca gggagggceac cctgaggatg ggaactctgt cctaatgaag
841 gctgggtcgg ccccagtgga tgcaggtggg tatccataac ctgcgagatc agcagataag
901 atcaacaggt ccccecccaca tgaggccacc caggaaaaaa ggcaggggca gtggcatect
961 tgccgtagca gggtggtgag gagggtggcet gtgggggctc aggaagcetcg cccaggggcec

1021 aatgtgggag gttgggggta gtttggtccc tgggtectga gectcagggg agggagattg
1081 atagctactg gggattttgt atatggcaac agtatatgtc aaacctctta ttaaatatga

1141 ttttcccagt aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
1201 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa

I

Cx31.1 humana, B5 (SEQ ID NO: 25)

LOCUS NM 005268 ARNm lineal de 1299 pb PRI 23-AUG-2004 DEFINICION proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, beta 5 (conexina 31.1) (GJB5), ARNm.

1 atgaaattca agctgcttgc tgagtcctat tgccggetge tgggagccag gagagecctg

61 aggagtagtc actcagtagc agctgacgcg tgggtccacc atgaactgga gtatctttga

121 gggactcctg agtggggtca acaagtactc cacagccttt gggcgceatct ggctgtctct

181 ggtcttcate ttccgegtge tggtgtacct ggtgacggee gagegtgtgt ggagtgatga

241 ccacaaggac ttcgactgca atactcgcca geccecggctge tccaacgtcet getttgatga

301 gttctteect gtgteecatg tgegectetg ggecctgeag cttateetgg tgacatgece

361 ctcactgctc gtggtcatge acgtggecta ccgggaggtt caggagaaga ggcaccgaga
421 agcccatggg gagaacagtg ggcgcctcta cctgaaccce ggcaagaage ggggtgggct
481 ctggtggaca tatgtctgca gcctagtgtt caaggcgage gtggacatcg cctttctcta

541 tgtgttccac tcattctacc ccaaatatat cctcectect gtggtcaagt gccacgcaga

601 tccatgtcce aatatagtgg actgcttcat ctccaagccc tcagagaaga acattttcac

661 cctcttcatg gtggccacag ctgccatctg catcctgetc aacctcgtgg agctcatcta

721 cctggtgagc aagagatgcc acgagtgcct ggcagcaagg aaagctcaag ccatgtgcac
781 aggtcatcac ccccacggta ccacctcttc ctgcaaacaa gacgacctcc tttcgggtga
841 cctcatcttt ctgggctcag acagtcatcc tectcetctta ccagaccgec cccgagacca

901 tgtgaagaaa accatcttgt gaggggctgc ctggactggt ctggcaggtt gggectggat

961 ggggaggctc tagcatctct cataggtgca acctgagagt gggggagceta agccatgagg
1021 taggggcagg caagagagag gattcagacg ctctgggagc cagttcctag tcctcaacte
1081 cagccacctg ccccagetcg acggceactgg gecagticee cctetgetet gcageteggt
1141 ttccttttct agaatggaaa tagtgagggce caatgcccag ggttggaggg aggagggcegt
1201 tcatagaaga acacacatgc gggcaccttc atcgtgtgtg gcccactgtc agaacttaat
1261 aaaagtcaac tcatttgctg gaaaaaaaaa aaaaaaaaa

1

Cx 30 humana, 36 (SEQ ID NO: 26)

LOCUS BC038934 ARNm lineal de 1805 pb PRI30-JUN-2004 DEFINICION proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, beta 6 (conexina 30), ARNm (clon de ADNc MGC:45195 IMAGE :5196769), cds completo.
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1 ctgggaagac gctggtcagt tcacctgccc cactggtigt tttttaaaca aattctgata

61 caggcgacat cctcactgac cgagcaaaga ttgacattcg tatcatcact gtgcaccatt

121 ggcttctagg cactccagtg gggtaggaga aggaggtctg aaaccctcge agagggatct
181 tgccctcatt ctttgggtct gaaacactgg cagtcgttgg aaacaggact cagggataaa
241 ccagcgcaat ggattggggg acgctgcaca ctttcatcgg gggtgtcaac aaacactcca
301 ccagcatcgg gaaggtgtgg atcacagtca tctttatttt ccgagtcatg atcctegtgg

361 tggctgcecca ggaagtgtgg ggtgacgagce aagaggactt cgtctgcaac acactgcaac
421 cgggatgcaa aaatgtgtgc tatgaccact ttttcccggt gtcccacatce cggetgtggg
481 ccctececagcet gatcttegte tccaccccag cgcetgetggt ggecatgeat gtggectact

541 acaggcacga aaccactcgc aagttcaggc gaggagagaa gaggaatgat ttcaaagaca
601 tagaggacat taaaaagcag aaggttcgga tagaggggtc gctgtggtgg acgtacacca
661 gcagcatctt tttccgaatc atctttgaag cagcctttat gtatgtgttt tacttccttt

721 acaatgggta ccacctgccc tgggtgttga aatgtgggat tgacccctge cccaaccttg
781 ttgactgctt tatttctagg ccaacagaga agaccgtgtt taccattttt atgatttctg

841 cgtctgtgat ttgcatgctg cttaacgtgg cagagttgtg ctacctgctg ctgaaagtgt

901 gttttaggag atcaaagaga gcacagacgc aaaaaaatca ccccaatcat gccctaaagg
961 agagtaagca gaatgaaatg aatgagctga tttcagatag tggtcaaaat gcaatcacag
1021 gtttcccaag ctaaacattt caaggtaaaa tgtagctgcg tcataaggag acttctgtct
1081 tctccagaag gcaataccaa cctgaaagtt cctictgtag cctgaagagt ttgtaaatga
1141 ctttcataat aaatagacac ttgagttaac tttttgtagg atacttgctc cattcataca

1201 caacgtaatc aaatatgtgg tccatctctg aaaacaagag actgcttgac aaaggagcat
1261 tgcagtcact ttgacaggtt ccttttaagt ggactctctg acaaagtggg tactttctga

1321 aaatttatat aactgttgtt gataaggaac atttatccag gaattgatac ttttattagg

1381 aaaagatatt tttataggct tggatgtttt tagttctgac tttgaattta tataaagtat

1441 ttttataatg actggtcttc cttacctgga aaaacatgcg atgttagttt tagaattaca

1501 ccacaagtat ctaaatttgg aacttacaaa gggtctatct tgtaaatatt gttttgcatt

1561 gtctgttggc aaatttgtga actgtcatga tacgcttaag gtggaaagtg ttcattgcac
1621 aatatatttt tactgctttc tgaatgtaga cggaacagtg tggaagcaga aggctttttt

1681 aactcatccg tttgccaatc attgcaaaca actgaaatgt ggatgtgatt gecctcaataa
1741 agctcgtecc cattgcttaa gecttcaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
1801 aaaaa

1

Cx31.9 humana, c1 (SEQ ID NO: 27)

LOCUS NM 152219 ARNm lineal de 2094 pb PRI23-AUG-2004 DEFINICION proteina de unién de tipo
hendidura de Homo sapiens, chi 1, 31,9 kDa (conexina 31.9) (GJC1), ARNm.

1 aaatgaaaga gggagcagga ggcgccggtc ccagccacct cccaaggtcee ctggcetcage

61 tctgacaccc cagtccecgge cccagggtga gtggggttgg gtggeggttt aggggcacca

121 ggggcgtgtg gggacctgty taagtgtggg gtggggagga tetcaggaga tgtggaggct
181 ggaggcacag gaggccaggg aggagggaga agcctggtge cgcactccca ccacgetggg
241 gtaggagggc agggacacct ccgacaaagg accctgtgag agttatgaaa gcggagttgc
301 ctctgtacca gccceccacc ctgagaggag ttcactgcag taaaaatggt gagagaaatg
361 gtgggccaag aaaggagtgg tctcgcetgece tetgecacte ccactectee catgggcacce

421 aaattgggtc tagcgtctcg ggttcgaggc tccactcttc ccacagceate cttgacagct

481 aagggcaccg ctgggtttcc gettccgaaa ccaggcaagt caggggcetgg tccagcetgat
541 ctccaaggtc cttcctaaga atctgggatc tggaggatcc cagggtcgaa cggagacggce
601 tcagggggtg cggctaaaat gcaaatgggg gatcctccece agcacccatc ggtcccaaag
661 agaaggtaac ccatagctga gcgtcgectg ctccectcgg geccteeegt ggeccteegt
721 ttcatactgg tctcatcgcet aaacccgggc ctctectacce tcacgactca ccctgaagtc

781 agagaaggtc caacggaccc caccccgata ggcttggaag gggcaggggt ccctgacttg
841 ccccatcccce tgactceceeg ccecegegtee ccagegecat gggggagtgg gegttectgg
901 gctegetget ggacgeegtg cagetgcagt cgecgetegt gggecgecte tggetggtgg

961 tcatgctgat cttccgceate ctggtgetgg ccacggtggg cggegecgtg ttcgaggacg

1021 agcaagagga gttcgtgtgc aacacgctge agccgggcetg tcgecagacc tgctacgace
1081 gcgccttcee ggtctecccac taccgcettct ggctceticca catcetgetg ctetcggege

1141 ccceggtgct gttegtegte tactccatge accgggcagg caaggaggeg ggcggegcetg
1201 aggcggceggce gecagtgcgec ceceggactge ccgaggcecca gtgegegecg tgegeectge
1261 gcgceccgecg cgegegecge tgetacctge tgagegtgge getgegectg ctggecgage
1321 tgaccttcet gggeggecag gegcetgctet acggcttceg cgtggeceeg cacttegegt
1381 gcgeceggtee geectgeeeg cacacggteg actgettegt gagecggece accgagaaga
1441 ccgtcttcgt getcttctat ttcgeggtgg ggetgetgte ggegetgcete agegtagecg

1501 agctgggcca cctgetetgg aagggecgec cgecgegecgg ggagegtgac aaccgcetgea
1561 accgtgcaca cgaagaggcg cagaagctgc tcccgecgec gecgecgeca cctattgttg
1621 tcacttggga agaaaacaga caccttcaag gagagggctc ccctggtagce ccccacceca
1681 agacagagct ggatgcccct cgcttccgta gggaaagceac ttctectgeca ggatggcatt
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1741 gctctctcece cttccatgge acgtagtatg tgctcagtaa atatgtgttg gatgagaaac
1801 tgaaggtgtc cccaggccta caccactgcc atgcccgaac actatccatg ctatggtggg
1861 caccatctct ctgatgacag ttctgtgtcc acaacccaga cccctccaca caaacccaga
1921 tggggctgtg ccgctgtttt ccagatgtat tcattcaaca aatatttgta gggtacctac
1981 tgtgtgtcag aagatgttca agatcagcat catccgatgg aaatagcata tgagccatgt
2041 atgtagtttc aagtttttca ttagccgcat taaaaaagta aaaggaaaca aatg

I

Cx 29/31.3 humana, e1 (SEQ ID NO: 28)

LOCUS AF503615 ARNm lineal de 840 pb PRI07-AUG-2002 DEFINICION ARNm de conexina 31.3 de Homo
sapiens, cds completo.

1 atgtgtggca ggttcetgeg geggcetgetg gcggaggaga geecggegcete cacceecgtg

61 gggcgcctcet tgcttceegt geteetggga ttecgecttg tgetgetgge tgccagtggg

121 cctggagtct atggtgatga gcagagtgaa ttcgtgtgtc acacccagca gecgggetge
181 aaggctgcct gettcgatge cttccacccc ctetcceege tgegtttetg ggtettccag

241 gtcatcttgg tggctgtacc cagcgecctce tatatgggtt tcactctgta tcacgtgatc

301 tggcactggg aattatcagg aaaggggaag gaggaggaga ccctgatcca gggacgggag
361 ggcaacacag atgtcccagg ggctggaagc ctcaggctge tetgggcetta tgtggcetcag
421 ctgggggctc ggcttgtcct ggagggggcea geectggggt tgcagtacca cctgtatggg
481 ttccagatgc ccagctcctt tgcatgtcge cgagaacctt gecttggtag tataacctge

541 aatctgtcce geccctetga gaagaccatt ttcctaaaga ccatgtttgg agtcageggt

601 ttctgtctet tgtttacttt tttggagctt gtgcttctgg gtttggggag atggtggagg

661 acctggaagc acaaatcttc ctctictaaa tacttcctaa cttcagagag caccagaaga

721 cacaagaaag caaccgatag cctcccagtg gtggaaacca aagagcaatt tcaagaagca
781 gttccaggaa gaagcttagc ccaggaaaaa caaagaccag ttggacccag agatgcctga
1

Cx 25 humana (SEQ ID NO: 29)

LOCUS HSA414563 ADN lineal de 672 pb de PRI 30-NOV-2001 DEFINICION gen de CK25 de Homo sapiens
para conexina 25.

1 atgagttgga tgttcctcag agatctcctg agtggagtaa ataaatactc cactgggact

61 ggatggattt ggctggctgt cgtgtttgtc ticcgtttge tggtctacat ggtggcagea

121 gagcacatgt ggaaagatga gcagaaagag tttgagtgca acagtagaca gcccggttge
181 aaaaatgtgt gttttgatga cticttcccc atttcccaag tcagactttg ggccttacaa

241 ctgataatgg tctccacacc ttcacttctg gtggttttac atgtagccta tcatgagggt

301 agagagaaaa ggcacagaaa gaaactctat gtcagcccag gtacaatgga tgggggcecta
361 tggtacgctt atcttatcag cctcattgtt aaaactggtt ttgaaattgg cttecttgtt

421 ttattttata agctatatga tggctttagt gttccctacc ttataaagtg tgatttgaag

481 ccttgtccca acactgtgga ctgcttcatc tccaaaccca ctgagaagac gatcttcate

541 ctcttcttgg tcatcacctc atgcttgtgt attgtgttga atttcattga actgagtttt

601 ttggttctca agtgctttat taagtgctgt ctccaaaaat atttaaaaaa acctcaagtc

661 ctcagtgtgt ga

1

Cx40.1 humana (SEQ ID NO: 30)

LOCUS HSA414564 ARNm lineal de 1113 pb PRI 30-NOV-2001 DEFINICION ARNm de Homo sapiens para
conexina 40.1 (gen de CX40.1).

1 atggaaggcg tggacttgct agggtttctc atcatcacat taaactgcaa cgtgaccatg

61 gtaggaaagc tctggttcgt cctcacgatg ctgctgcgga tgctggtgat tgtcttggeg

121 gggcgacccg tctaccagga cgagcaggag aggtttgtct gcaacacgct gcagccggga
181 tgcgccaatg tttgctacga cgtcttctee ceegtgtete acctgeggtt ctggcetgate

241 cagggcgtgt gegtectect ceectecgece gtettcageg tetatgtect gcaccgagga

301 gccacgcteg cecgegetggg cceceecgecgce tgecececegacce cccgggagec ggecteeggg
361 cagagacgct gccegeggec attcggggag cgeggeggec tccaggtgece cgacttttcg

421 gccggctaca tcatccacct cctectcegg accetgetgg aggcagectt cggggecttg

481 cactactttc tctttggatt cctggccccg aagaagttce cttgcacgeg cectecgtge

541 acgggcgtgg tggactgcta cgtgtcgcgg cccacagaga agtcectgcet gatgetgtte

601 ctctgggcgg tcagegegct gtctttictg ctgggecteg ccgacctggt ctgcagectg

661 cggcggcegga tgecgcaggag gecgggaccce cccacaagcec cetccatccg gaagcagagce
721 ggagcctcag gccacgcgga gggacgecgg actgacgagg agggtgggcg ggaggaagag
781 ggggcaccgg cgcceeccggg tgcacgegee ggaggggagg gggetggeag ccccaggegt
841 acatccaggg tgtcagggca cacgaagatt ccggatgagg atgagagtga ggtgacatcc

901 tccgccageg aaaagetggg cagacagece cggggcagge cccaccgaga ggeccgeccag
961 gaccccaggg gctcaggatc cgaggagcag ccctcagcag cccccagecg cetggecgeg
1021 cccccttect gcagcagect gcageccect gacccgectg ccagctccag tggtgetcce 1081 cacctgagag ccaggaagtc tgagtgggtg
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tga
I
Cx 62 humana (SEQ ID NO: 31)

LOCUS HSA414565 ADN lineal de 1632 pb PRI30-NOV-2001 DEFINICION gen de CX62 de Homo sapiens
para conexina 62.

1 atgggggact ggaacttatt gggtggcatc ctagaggaag ttcactccca ctcaaccata

61 gtggggaaaa tctggctgac catcctcttc atcttccgaa tgctggtact tegtgtgget

121 gctgaggatg tctgggatga tgaacagtca gcatttgect gcaacacccg gcagcecaggt
181 tgcaacaata tctgttatga tgatgcattc cctatctctt tgatcaggtt ctggatttta

241 cagatcatct ttgtgtcttc tccttctttg gtctatatgg gecatgceact ttataggcte

301 agggcctttg agaaagacag gcagaggaaa aagtcacacc ttagagccca gatggagaat
361 ccagatcttg acttggagga gcagcaaaga atagataggg aactgaggag gttagaggag
421 cagaagagga tccataaagt ccctctgaaa ggatgtctgce tgcgtactta tgtcttacac

481 atcttgacca gatctgtgct ggaagtagga ttcatgatag gccaatatat tctctatggg

541 tttcaaatgc acccccttta caaatgcact caacctcctt gccccaatge ggtggattge

601 tttgtatcca ggcccactga gaagacaatt ttcatgcttt ttatgcacag cattgcagec

661 atttccttgt tactcaatat actggaaata tttcatctag gcatcagaaa aattatgagg

721 acactttata agaaatccag cagtgagggc attgaggatg aaacaggccc tccattccat
781 ttgaagaaat attctgtggc ccagcagtgt atgatttgct cttcattgcc tgaaagaatc

841 tctccacttc aagctaacaa tcaacagcaa gtcattcgag ttaatgtgcc aaagtctaaa

901 accatgtggc aaatcccaca gccaaggcaa cttgaagtag acccttccaa tgggaaaaag
961 gactggtctg agaaggatca gcatagcgga cagctccatg ttcacagecc gtgtcectgg
1021 gctggcagtg ctggaaatca gcacctggga cagcaatcag accattccte atttggectg
1081 cagaatacaa tgtctcagtc ctggctaggt acaactacgg ctcctagaaa ctgtccatee
1141 tttgcagtag gaacctggga gcagtcccag gacccagaac cctcaggtga gectctcaca
1201 gatcttcata gtcactgcag agacagtgaa ggcagcatga gagagagtgg ggtctggata
1261 gacagatctc gcccaggcag tcgcaaggec agctttctgt ccagattgtt gtctgaaaag
1321 cgacatctgc acagtgactc aggaagctct ggttctcgga atagctcctg cttggatttt
1381 cctcactggg aaaacagccc ctcacctctg ccttcagtca ctgggcacag aacatcaatg
1441 gtaagacagg cagccctacc gatcatggaa ctatcacaag agctgttcca ttctggatgce
1501 tttctttttc ctttctttct tcctggggtg tgtatgtatg tttgtgtiga cagagaggca

1561 gatggagggg gagattattt atggagagat aaaattattc attcgataca ttcagttaaa
1621 ttcaattcat aa

1

Ahora se describiran diversos aspectos de la invencion con referencia a la siguiente seccion experimental que se
entendera que se proporciona solo a modo de ilustracion y no constituye una limitacidon en el alcance de la invencion.

Los siguientes Ejemplos se ofrecen a modo de ilustracidon y no a modo de limitacion.

Ejemplo 1: analisis in vivo

Materiales y Métodos

Tratamiento con laser

Se criaron ratas Wistar hembra (d32-34) en condiciones consistentes con la Resolucion de ARVO sobre el Uso de
Animales en la Investigacion. Los animales se anestesiaron mediante la administracion de una mezcla 1:1 de
Hypnorm™ (10 mg/ml, Jansen Pharmaceutica, Bélgica) e Hypnovel® (5 mg/ml, Roche products Ltd, Nueva Zelanda)
a una dosis de 0, 083 ml/100 g de peso corporal en el peritoneo del animal.

El tratamiento con laser de excimeros se realizé a través del epitelio intacto mediante el uso de un laser de excimeros
217 Z de Technolas (Bausch & Lomb Surgical, Estados Unidos). El ojo se centré en el medio de la pupila y la ablacién
se realiz6 con los siguientes parametros: el area de tratamiento tenia un didmetro de 2,5 mm y una profundidad de 70
um. Esto dio como resultado la eliminacion de un pequefio grosor del estroma anterior y del epitelio completo. El
tratamiento con laser de excimeros se usé preferentemente para producir lesiones reproducibles e investigar los
efectos de los ODN AS de conexina 43 COMO ODN en la remodelacion y el disefio de la cornea después del trauma.
Después de la cirugia, todos los animales se colocaron en jaulas individuales y se monitorearon estrechamente para
detectar cualquier molestia. La evaluacién posquirurgica in vivo se logré mediante el uso de un biomicroscopio l&mpara
de hendidura y/o un microscopio confocal in vivo de barrido en hendidura.

Microscopia confocal in vivo de barrido en hendidura

Antes y después del tratamiento con laser de la cérnea, cada animal se observé clinicamente mediante el uso de un
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microscopio confocal in vivo de barrido en hendidura Confoscan 2 (Fortune Technologies America, Estados Unidos).
Confoscan 2 es una variante de la tecnologia de barrido en hendidura con la ventaja distinta de la digitalizacion directa
de las imagenes en el momento de la adquisicion. Los animales se anestesiaron y cada uno de ellos se coloc6 sobre
una plataforma especialmente disefiada que se ajusto al nivel de la lente del objetivo del microscopio confocal in vivo
frente a la adquisicion de cabezal.

El microscopio confocal in vivo de barrido en hendidura permite la diseccién o6ptica de la cérnea viva a diferentes
niveles a través de todo el grosor de la cornea. El examen comienza desde el endotelio y el niUmero de las secciones
antero-posteriores depende de las configuraciones personalizadas. La tecnologia de barrido en hendidura utiliza una
lente del objetivo que se mueve hacia atras y hacia adelante a lo largo del eje perpendicular al area examinada. En
resumen, el hardware consiste en una lampara de halégeno (100 W/12 V), dos hendiduras, dos lentes de tubo, una
lente de objetivo frontal y una camara digital altamente sensible (CCD). Antes del barrido, se coloca una gota de
Viscotears (CIBAVision Ophthalmics) en la punta de la lente del objetivo como una sustancia de inmersion. Durante el
barrido, el ojo del animal se mantiene abierto y orientado de manera que el plano de la cérnea siempre sea
perpendicular al eje éptico de la lente de aumento (40x, N.A 0,75). El tiempo de adquisicion de la imagen es de
aproximadamente 14 segundos. El gel, no la lente del objetivo entra en contacto con el ojo en todo momento. Para la
cérnea de rata, se obtuvieron por examen hasta 250 imagenes digitales secuenciales y se guardaron directamente en
una unidad de disco duro. Los parametros de adquisicion se ajustaron durante los experimentos preliminares y se
mantuvieron constantes para todos los experimentos posteriores. Fueron los siguientes: la intensidad de la luz se
disminuyé a la mitad de la intensidad generalmente usada para los pacientes humanos, se usaron cuatro pasadas (un
pase se considera que es un movimiento completo hacia atrds y hacia adelante) y se seleccion6 una distancia de
trabajo de 400 ym. Para la cérnea de rata, el centrado se facilita mediante la visualizacién clara de la pupila, que
proporciona una repetibilidad topografica muy buena.

Imagenes confocales in vivo

Todas las imagenes adquiridas con el microscopio confocal in vivo de barrido en hendidura se almacenaron en el disco
duro y posteriormente se analizaron mediante el software propiedad de NAVIS (Confoscan 2, Nidek Co Ltd).

Las dinamicas del estroma se evaluaron siguiendo los principios estereoldgicos. Los recuentos celulares se registraron
en las posiciones del estroma anterior y posterior. El componente estereoldgico principal fue proporcionado por el
microscopio confocal in vivo a medida que funcioné como un disector optico (una sonda que muestrea con particulas
de igual probabilidad en el espacio). De hecho, el microscopio confocal in vivo proporciona cortes épticos delgados de
volumen especificado, donde cada uno es una muestra de tejido diseccionado. Como resultado, el recuento de las
células estromales consiste en elegir un par de cuadros (imagenes consecutivas registradas por el microscopio
confocal in vivo), un cuadro que tiene particulas (células estromales) enfocadas y el marco conjunto que muestra una
imagen desenfocada pero reconocible de las mismas particulas (sombras 6pticas). El numero de células (n) se registra
desde el cuadro mas claro en un area definida A (um)?2). También se registra la distancia d (um) entre los dos cuadros.
El nimero de células por unidad de volumen (V) por lo tanto es igual a:V = Nimero de células (n)/ d (um) x A (um)?)

Imagenes confocales ex vivo

Las secciones apropiadas de la cérnea se tifieron inmunohistoquimicamente con diferentes marcadores para
diferentes propdsitos. La tincién con la tinciéon nuclear Hoechst 33 258 se uso para estimar la cantidad de células
epiteliales y estromales en la cérnea central o periférica. Para este propdsito, mediante el uso del software AnalySIS®
3. 2 (Soft Imaging System, Estados Unidos), el &rea de interés en primer lugar se estiré a mano alzada en la imagen
de archivo TIFF de la region apropiada de la cornea y el valor del area fue proporcionada automaticamente por el
software. Mediante el uso de la opcion de recuento manual, las células se contaron después dentro de esa area y se
expresaron por unidad de area.

Aplicacién de compuesto antisentido

Se usé gel de acido plurdnico al 30 % (BASF Corp) en solucion salina tamponada con fosfato (agua de grado
molecular) para suministrar los ODN antisentido especificos para la conexina a1 no modificada (conexina 43) a la
subconjuntiva de ratas anestesiadas después de la queratectomia fotorrefractiva. En un ensayo previo que usa una
etiqueta FITC, se demostré que esta formulacion permanece en la camara anterior del ojo por hasta 24 horas (no se
muestra).

La molécula antisentido usada en estos experimentos fue DB1 ( (GTA ATT GCG GCA GGA GGAATT GTT TCT GTC)
(SEQ ID NO: 65). La adicién de una etiqueta FITC a ODN DB1, observada mediante el uso de la microscopia confocal
de barrido laser, demostré penetracion intracelular de la sonda.

ElI ODN se aplico a una concentracion final de 2 yM.

Monitoreo de los efectos de disefio o remodelacion de tejidos
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Después de la aplicacién antisentido, las cérneas se examinaron mediante el uso de un microscopio confocal in vivo
de barrido en hendidura alas 2 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 1 semana y 2 semanas después de la cirugia con laser. Las
ratas control recibieron solamente cirugia asistida con laser.

La Tabla 1 resume el nimero de cérneas investigadas en cada punto de tiempo.

Tabla 1. Numero de cérneas tratadas con control (C) y AS (ODN) usadas para el seguimiento in vivo mediante el uso
de la microscopia confocal in vivo de barrido en hendidura.

ODN= como ojos tratados con ODN AS (administracién unica después de la cirugia asistida con laser)

En 2 horas |12 horas[24 horas48 horas|72 horas|1 semana 2 semanas
de cirugia después de laldespués de ladespués de ladespués de laldespués de laldespués de la
cirugia cirugia cirugia cirugia cirugia cirugia
Numerode [18C 10C 18C 10C 6C 4C 5C
ojos (n) 18 ODN 10 ODN 18 ODN 6 ODN 6 ODN 4 ODN 5 ODN

Se analizé cada capa celular de la cornea y el tipo, nUmero y apariencia celular se compararon entre los grupos
tratados con control y con ODN.

Reepitalizacion:

El tratamiento con los ODN anti-conexina 43 promovié la recuperacion epitelial. En el 90 % de las cérneas tratadas
con ODN AS, se observaron células epiteliales deslizantes en las 12 horas después de la cirugia con laser PRK, en
comparacién con ninguno en los controles (Figura IB). En esta etapa, soélo las células endoteliales estaticas estaban
presentes en el 30 % de las corneas de control (Figura 1 A). A las 24 horas las células epiteliales se observaron en
todos los controles y las corneas tratadas antisentido pero el 72 % de los tratados frente al 61 % de los controles
mostraron células con deslizamiento activo. Esto indica que la reepitelizacion avanza mas rapido en las coérneas
tratadas con ODN AS especifico de conexina 43 que en los controles.

Densidades de las células estromales:

Mediante el uso de una prueba de t de pares de muestras con mediciones repetidas para comparar las densidades
celulares en el estroma anterior y posterior dentro de cada grupo como una funcion del tiempo y una prueba estadistica
no paramétrica de Mann Whitney para comparar los recuentos de células estromales entre las cérneas tratadas con
el control y con ODN en los puntos de tiempo seleccionados, solamente se encontraron resultados estadisticamente
significativos a las 24 horas después de la cirugia con laser (Tabla 2). En este punto de tiempo, en los grupos de
control y en los grupos tratados con ODN la densidad de células estromales en el estroma anterior ha aumentado
considerablemente en comparacioén con los valores previos a la cirugia (valor de p < 0,05). En el estroma posterior de
las cérneas de control, la densidad de células estromales también aumenté en comparacién con el valor previo a la
cirugia (valor de p < 0,05) mientras que en el estroma posterior de las corneas tratadas con ODN, la densidad de
células estromales no es estadisticamente diferente del valor previo a la cirugia (valor de p > 0,05). Cuando se compara
la densidad de células estromales entre los dos grupos en el estroma anterior y posterior, las cérneas tratadas con
ODN siempre mostraron menores densidades de células estromales que las cérneas de control (valor p < 0,05). Esto
apoya la idea de que un menor nimero de células estan implicadas en la remodelacion o disefio del estroma en las
cérneas tratadas con ODN en comparacién con las cérneas de control. Este es el primer informe que muestra que la
aplicacion de los ODN anti- conexina 43 reduce la hipercelularidad en el sitio de la cirugia. El analisis histoquimico ex
vivo (Ejemplo IlI) muestra que esta hipercelularidad se asocia con miofibroblastos que inducen la remodelacion y
cicatrizacion de la matriz del estroma no deseadas.

Tabla 2. Recuentos de células estromales en las corneas de control y tratadas con ODN AS antes y 24 horas después

de la queratectomia fotorrefractiva. Las densidades celulares se proporcionan como medias seguido de las
desviaciones estandar.
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Tratamiento [Puntos de Recuento de células delRecuento de células del

tiempo estroma anterior estroma posterior
(#células/mm?3) (#células/mm?3)

Control Antes de 36469+11122(n=17) 33909 + 8753 (n=17)
la cirugia

ODN Antes de 36769+10932(n=17) 34382+ 8667(n=14)
la cirugia

Control 24 horas después|144643+60989(n=17) 46901 £26964 (n=I7)
de la
cirugia

ODN 24 horas después/93468+53548(n=17) 33510+11350(n=14)
de la cirugia

Ejemplo Il - andlisis ex vivo
Materiales y Métodos
Histologia: Recoleccion y fijacion de tejidos

Los numeros apropiados de animales (ratas Wistar) se terminaron en puntos de tiempo seleccionados después de la
queratectomia fotorrefractiva y los ODN anti-conexina 43 DB1 se administraron a ratas anestesiadas como se describe
en el experimento 1 anterior y las secciones de cérneas se prepararon para el analisis histolégico. Las ratas de control
solo habian recibido cirugia asistida con laser. Los ojos completos y los tejidos de control se enjuagaron en PBS Oxoid
antes de embeberlos en OCT Tissue-Tek® (Sakura Finetek, Estados Unidos) y congelarlos en nitrogeno liquido.
Cuando sea necesario (para el uso de algunos anticuerpos), los tejidos congelados se fijaron posteriormente en frio (-
20 °C) durante 5 min después de ser criocortados.

Corte de tejidos

El procedimiento para la crioseccionamiento fue el siguiente: los bloques congelados de tejido no fijado se retiraron
del almacenamiento de -80 °C y se colocaron en el criostato Leica CM 3050S durante aproximadamente 20 min hasta
equilibrarse a la misma temperatura que en el criostato (es decir, -20 °C). Cuando se logré el equilibrio del tejido, el
espécimen se montd sobre un disco de especimenes con OCT Tissue Tek®. Las secciones de 12 uym (para tincion
con H/E) o 25 uym de grosor (para inmunomarcaje) se cortaron y se colocaron en portaobjetos Superfrost®Plus
(Menzel-Gleser, Alemania). Inmediatamente después del criocorte, los bloques de tejidos se colocaron nuevamente a
-80 °C y los portaobjetos que soportaban la crioseccién se usaron inmediatamente o se almacenaron a -80 °C. El
seccionamiento se produjo paralelo al eje optico del ojo. Tincidn con Hematoxilina/Eosina (H/E) y tincién nuclear.

Los portaobjetos se colocaron en rejillas de vidrio para facilitar la inmersiéon en una serie de diferentes reactivos de
tincion. Las rejillas se agitaron cuando se colocaron en reactivos para romper la tension superficial y drenarlas entre
cada cambio de solucién. Antes de la tincion con Hematoxilina de Gill ll/Eosina, los portaobjetos que se almacenaron
a -80 °C se calentaron primero hasta temperatura ambiente durante 1-2 min, después se fijaron primero en acetona
fria y/o se hidrataron inmediatamente con una rapida inmersiéon en agua corriente. Los portaobjetos se tifieron en
hematoxilina de Gill Il durante 2 min, después de lo cual la tincién en exceso se enjuagd en agua corriente. La
diferenciacion de la tincion se logré sumergiendo en el sustituto del agua corriente de Scott (STWS) durante 4 seg.
Después se realizé un enjuague en agua corriente durante 1 min antes de tedir en eosina al 1 % durante 30
inmersiones consecutivas. Finalmente, las secciones se enjuagaron rapidamente en agua corriente, se deshidrataron
a través de EtoH al 95 %, 100 %, se aclararon en xileno, y se montaron con medio de montaje DPX (Sigma). Para la
tincion de recuento nuclear (en paralelo con H/E o andlisis inmunohistoquimico) se usé Hoechst 33 258 (Sigma). La
medicion del grosor de la cornea se llevé a cabo en secciones tefiidas con H/E.

Inmunohistoquimica

Las secciones se inmunomarcaron para conexina 43 mediante el uso de un anticuerpo monoclonal especifico de sitio,
para los miofibroblastos mediante el uso de un anticuerpo que reconocia la actina alfa de musculo liso, para la
deposicion de la lamina basal con un anticuerpo anti-laminina-1. Ademas, se usaron anticuerpos anti-vimentina para
diferenciar los queratocitos estromales de los miofibroblastos y se us6 un anticuerpo Ki-67 para mostrar la proliferacion
celular.

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 374 T3

Analisis histologico ex vivo

Los resultados mostraron que las lesiones producidas mediante la fotoablacién del excimero se habian cerrado 24
horas después de la cirugia (Figura 2). La invasion tipica del estroma por las células mononucleadas/multinucleadas
y/o redondas, ovoides en la periferia y en el centro de la cérnea se observé en ambos grupos, mas pronunciada 24
horas después de la cirugia, pero donde el grupo tratado con ODN antisentido muestra un nimero significativamente
menor de estas células que el grupo control (Figura 2A,B,C). Esto es paralelo a los hallazgos de las fotomicrografias
confocales in vivo que se muestran en el Ejemplo 1. El grosor del epitelio fue variable en las cérneas de control como
se observa en la Figura 2 en el sitio de la lesion inducida por laser (Figura A, B), y en el estroma debajo del area
extirpada (Figura A,B) y en el estroma periférico (Figura C) hubo una invasién extensa por las células redondas
(hipercelularidad) en las cérneas de control. También se observé un edema del estroma pronunciado en la Figura B y
la Figura C. En las cérneas tratadas con ODN antisentido el epitelio fue de grosor uniforme (Figura D,E) y en la region
central (Figura D) y en el estroma periférico (Figura E) hubo pocos signos de edema del estroma. Ademas, en el
estroma hubo pocas células redondas presentes. Las barras de escalas en la Figura 2 representan 20 micras.

Los cambios en el grosor del estroma después del tratamiento con los ODN de conexina 43 después del tratamiento
con laser se muestran en la Tabla 3, que compara cambios en el grosor del estroma entre las corneas tratadas con el
control y con ODN. Los grosores del estroma se midieron a partir de las secciones tefiidas histolégicas apropiadas. El
analisis estadistico de los datos obtenidos para el grupo tratado con ODN mediante el uso de una prueba t de pares
de muestras mostré que en los tres puntos de tiempo investigados (24 h, 48 horas y 72 horas después de la cirugia)
el grosor del estroma central es mas delgado de manera estadisticamente significativa que el valor previo a la cirugia
(valores de p <0,05) y el grosor del estroma periférico no es significativamente diferente de los valores previos a la
cirugia. Por el contrario, las cérneas de control muestran una hinchazon significativa del estroma (edema) (Figura 2 A,
B, C) tanto en la cérnea central como periférica (donde el estroma se duplica en grosor en comparacion con los valores
previos a la cirugia).

Tabla 3. Cambios en el grosor del estroma después de la cirugia asistida por laser de excimeros en las cérneas de
control y tratadas con AS.

La cdrnea que no se sometié a cirugia tuvo un grosor del estroma central de 250 ym, pero se uso
cirugia asistida por laser de excimeros para retirar 70 um de tejido de la cérnea (que incluye el epitelio
y parte del estroma). El epitelio de la cérnea normal es de 50 ym de grosor (en promedio) y por lo
tanto 20 um de tejido estromal se elimind mediante cirugia asistida con laser. Por lo tanto, para
comparar estadisticamente el grosor del estroma central a las 24 horas, 48 horas y 72 horas después
de la herida al grosor del estroma central previo a la cirugia, se us6 una pérdida de grosor ajustada vy,
un grosor del estroma central previo a la cirugia de 250-20 = 230 pym.
Tratamiento Puntos de tiempo grosor medio grosor medio

del estromal central (um)del estromal periférico

(um)

Normal (sin cirugia) /Antes de la cirugia {250 (n=6)* 110(n=10)
Control 24 horas después de318 (n=6) 290 (n=6)
Tratado con ODN la cirugia 190 (n=5) 132 (n=5)
Control 48 horas después de[307 (n=6) 206 (n=5)
Tratado con ODN la cirugia 158 (n=5) 105 (n=5)
Control 72 horas después de|292 (n=6) 201 (n=6)
Tratado con ODN la cirugia 142 (n=5) 99 (n=5)

La reduccioén en la expresion de conexina 43 se asocia con la reduccion de la invasion estroma y la reduccion de la
hiperplasia epitelial

Las observaciones microscopicas mostraron una reduccién del nivel de conexina 43 presente en las corneas tratadas
con ODN en comparacion con las cérneas de control. La Figura 3 muestra imagenes micrograficas combinadas. La
fila superior muestra las cérneas de control, la fila inferior muestra las cérneas tratadas con ODN antisentido. La
invasion tipica del estroma por las células redondas se observé en ambos grupos dentro de 24 horas en las areas
limbal, periférica y central. Sin embargo, se exhibié una menor densidad de células redondas en las corneas tratadas
con ODN. En el limbo en ambos grupos anti-conexina 43 se distribuyé uniformemente por todo el estroma (3A,D) pero
los grupos tratados tenian menos etiqueta en la periferia (3E) en comparacion con los controles (3B). En esta etapa
los niveles de conexina 43 habian regresado a normal en el epitelio de ambos grupos pero los grupos de control
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mostraron un estroma similar a cicatriz (3C) o hiperplasia (ver la figura 4 mas abajo) mientras que en las cérneas
tratadas antisentido se observo un epitelio normal con niveles normales de conexina 43 (3F). Las barras de escala A,
D, E, F representan 10 micras; B y C representan 20 micras. En estas figuras la conexina 43 aparece como una marca
blanca punteada con los nucleos celulares que aparecen grises. Los resultados mostrados en la Figura 3 sugieren que
los niveles de proteina conexina 43 se reducen después del tratamiento con los ODN anti-conexina 43 y dan como
resultado un menor grado de reclutamiento celular en el estroma. Ademas, soélo el 7 % de las cérneas tratadas con
ODN (0 % alas 24 horas después de la cirugia, 0 % a las 48 horas después de la cirugia, 20 % a las 72 horas después
de la cirugia) muestran signos de hiperplasia epitelial en comparacion con el 31 % de las cérneas de control (25 % a
las 24 horas después de la cirugia, 67 % a las 48 horas después de la cirugia, 0 % a las 72 horas después de la
cirugia). Esto se evalué en secciones tefiidas con H/E y marcadas con Ki-67.

Marcaje de miofibroblastos

El marcaje con los anticuerpos contra vimentina indicd que el aumento de los nimeros de células en el estroma de las
corneas de control en comparacion con las cérneas tratadas con ODN AS no era de origen de queratocito no
diferenciado y el marcaje se llevd a cabo por lo tanto con anticuerpos contra actina alfa de musculo liso. Este marcaje
mostré que las cérneas de control tenian un mayor numero de miofibroblastos debajo del sitio de cirugia, pero también
en el estroma periférico circundante. Este aumento en los nimeros de miofibroblastos y el area afectada fue evidente
a las 24 horas y persistia durante 48 y 72 horas hasta al menos una semana después de la cirugia (Tabla 4). La Figura
4 muestra el marcaje de miofibroblastos (anti-actina alfa de musculo liso) a la semana 1 después de la cirugia con
laser. Las Figuras 4 A, B y C son controles; y las Figuras 4 D, E y F son cérneas tratadas antisentido. Una semana
después de la herida, en las cérneas de control, estan presentes nimeros bajos a moderados de miofibroblastos en
la mitad anterior del estroma periférico (4A), niveles de moderados a densos estan presentes en las regiones del
estroma medio periférico (4 B) y se observan niveles moderados en la mitad anterior del estroma en las regiones
centrales (4C). Por el contrario, en las corneas tratadas, los niumeros muy bajos de miofibroblastos estan presentes
en el estroma periférico (4D) o periférico medio (4E) y los nimeros moderados a bajos en el estroma central (4F). En
algunos casos en el estroma central, los miofibroblastos se concentran en el area justo debajo del epitelio (no se
muestra). Por lo tanto, el aumento de los nimeros de células observado en el Ejemplo 1 (hipercelularidad) y la Figura
2 anterior parece deberse a la diferenciacion e invasion de miofibroblastos. Se conoce que los miofibroblastos son
responsables de la deposicidn de tejido cicatricial en el estoma, con reduccién de la deposicion cristalina y aumento
de la secrecion de colageno Il de la herida (Ahmadi A. J. y Jakobiec F.A.; 2002; Int Ophthalmol Clin. Summer; 42(3):
13-22.).

Tabla 4: Resumen del marcaje de actina alfa de musculo liso para miofibroblastos en cérneas de control y tratadas
con ODN antisentido.

Tiempo Ubicaciones Corneas de control Corneas tratadas AS
24 horas después de laPeriferia 80 % D en todo el estroma 100 % M en 1/3 anterior del
cirugia 20 % M en todo el estroma estroma
Periferia media 100 % D en todo el estroma 100 % M en 1/3 anterior del
estroma
Centro 100 % B en el estroma anterior 80 % B en 1/3 anterior del
estroma
20 % R nor dehain del enitelin
48 horas después de laPeriferia 83 % M en todo el estroma 40 % M en la mitad anterior del
cirugia 17 % B en todo el estroma estroma
60 % B en |a mitad anterior del
Periferia media 50 % D en todo el estroma 100 % D en la mitad anterior del
50 % M en todo el estroma estroma
Centro 17 % B bajo el epitelio (hiperplasia)20 % ausente
50 % D en todo el estroma 80 % M en el estroma anterior

33 % M en todo el estroma

72 horas después de laPeriferia 33 % B en la mitad anterior dell40 % B en la mitad anterior del
cirugia estroma estroma
67 % M en la mitad anterior del60 % M en la mitad anterior del
estroma estroma
Periferia media 33 % B en todo el estroma 20 % B en la mitad anterior del
67 % D en todo el estroma estroma
80 % M en la mitad anterior del
estroma
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Centro 17 % ausente 20 % ausente
50 % D en todo el estroma 40 % B en la mitad anterior del
33 % M en todo el estroma estroma

40 % M en el estroma anterior

1 semana después de laPeriferia 60 % M en la mitad anterior del100 % B en 1/3 anterior del
cirugia estroma estroma
40 % B en la mitad anterior del
estroma
Periferia media 60 % D en todo el estroma 100 % B en la mitad anterior del
40 % M en todo el estroma estroma
Centro 60 % M en la mitad anterior del60 % M en la mitad anterior del
estroma estroma
40 % B en la mitad anterior del20 % B en la mitad anterior del
estroma estroma

20 % M bajo el epitelio

Los numeros de miofibroblastos se cuantifican como densos (D), moderados (M), bajos (B) o ausentes. Los
porcentajes se refieren a las proporciones de animales afectados en los niveles especificos, st = estroma, epi = epitelio.
Las diferencias significativas entre las cérneas de control y tratadas antisentido se resaltan en negritas.

Deposicion de la ldamina basal

Después de la queratectomia fotorrefractiva la lamina basal se reforma junto con el epitelio en crecimiento. El marcaje
con anticuerpos contra laminina-1 muestra que la lamina basal en reformacion es discontinua y con una unién irregular
entre el epitelio y el estroma (Figura 5). A las 24 horas los controles tenian poca y/o irregular deposicién de laminina
en el borde del area extirpada (Figura 5A) y mas centralmente (Figura 5B) mientras que las coérneas tratadas
antisentido mostraron una deposicién de laminina mas regular en ambas regiones (Figura 5C, Figura 5D). A las 48
horas, los controles aun no tenian una deposicion de laminina continua (Figura 5E - borde del area extirpada; Figura
5F - central) y era muy irregular (Figura 5E). Por el contrario, las corneas tratadas con ODN antisentido tenian una
lamina basal continua e incluso uniforme en el borde de la herida (Figura 5G) y centralmente (Figura 5H). Todas las
barras de escala en la Figura 5 representan 20 micras. Las cérneas tratadas antisentido contra conexina 43 formaron
una lamina basal densa, mas continua en 24 horas con menos irregularidad.

La irregularidad de la laminina se cuantific6 como se muestra en la Figura 6. La linea sélida negra en la Figura 6
representa la deposicion de laminina-1. Para cada region la varianza se midié como la diferencia entre la parte superior
de una colina y la parte inferior de un valle (Figura 6 A, B, C, D). Las cérneas de control tenian una varianza media de
6,98 micras en comparacion con 4,74 micras en las cérneas tratadas con ODN antisentido. La diferencia entre los dos
grupos fue estadisticamente significativa (p<0, 0001).

Ejemplo Il - disefio de tejidos ex vivo

Las coérneas se colocaron en un modelo de cultivo de érganos ex vivo y se modulé la conexina especifica mediante el
uso de los ODN antisentido. Dos conexinas fueron dianas en estos experimentos, la conexina 43 y conexina 31.1. La
regulacién negativa de la conexina 43 se usa para demostrar que las conexinas pueden regularse in vitro, y la conexina
31.1 fue una diana porque esta conexina se expresa en las capas epiteliales externas de la cérnea en células que
estan a punto de ser eliminadas de la cérnea. El objetivo era disefiar un engrosamiento de tejido epitelial mediante la
reduccion de la expresion de conexina 31.1.

Materiales y Métodos

Las ratas Wistar de 30-34 dias de edad se sacrificaron con Nembutal o diéxido de carbono y se diseccionaron los ojos
completos de las ratas. La superficie ocular se disecciond, se desinfectd con 0,1 mg/ml de penicilina -estreptomicina
durante 5 minutos y se enjuagé en PBS estéril. El ojo completo se transfirié después a un soporte estéril en un plato
de cultivo de 60 mm con la cérnea orientada hacia arriba. Los ojos se montaron con el epitelio corneal expuesto en la
interfaz aire-medio y se cultivaron a 34 °C en una incubadora de CO2 humedecida al 5 % en medio libre de suero
(Opti-MEM, Invitrogen) durante hasta 48 horas. Se afadié 100 ul de medio gota a gota a la superficie cada ocho a
doce horas para humedecer el epitelio. Los niveles medios se mantuvieron al nivel de la conjuntiva limbal.
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Los oligémeros antisentido se mezclaron con gel plurénico F127 (Sigma) al 30 % (p/p) en hielo a una concentracion
final de 2 ym y se aplicé 10 pl sobre las cérneas. Cada tratamiento tenia un tamafio de muestra de 3 a 4 cérneas por
experimento. Los experimentos preliminares mostraron que los tratamientos dobles del control positivo, DB1, durante
8 horas tuvieron poco efecto en la expresién de la proteina conexina 43 en el cultivo de las cérneas. Las corneas se
cultivaron por lo tanto durante 24 horas y se aplicaron oligdmeros especificos para conexina cada 8 horas.

El marcaje inmunohistoquimico se llevé a cabo como en el Experimento 2 anterior mediante el uso de anticuerpos
contra las conexinas 43, 26 (control) y 31.1. El tejido también se tifid con H/E como anteriormente. Los nucleos se
contratifieron con yoduro de propidio a 0,2 uM. Se recolectaron imagenes en un microscopio confocal de barrido
asistido por laser TCS 4D o TCS SP2 de Leica con configuraciones de tensién y compensacion mantenidas dentro de
los grupos experimentales para permitir la cuantificacion de los niveles de conexina. Para la cuantificacién, se
procesaron cuatro cortes dpticos a través de 3 micras en una Unica imagen Optica de enfoque extendido mediante el
uso de la opcidn de proyeccion topografica de masa en el TCS 4D. La etiqueta de conexina se cuantificd mediante el
uso de NIH Image (Scion Corp. USA) después del umbral a una intensidad de 90 - 100 pixeles en la imagen en escala
de grises 256.

En las corneas que no se han sometido a cirugia, las tasas de renovacion de conexina in vitro fueron relativamente
bajas en comparacién con los procesos de remodelacion de tejidos en las corneas extirpadas con laser de excimeros
descritas en los Ejemplos 1y 2 anteriormente. No obstante, después de tres tratamientos con los ODN antisentido los
niveles de conexina se redujeron en mas del 50 % en comparacion con los controles (Figura 7 A, B muestra la
reduccion de conexina 43 en las cérneas tratadas con ODN AS en comparacion con los controles). Los niveles de
conexina 26 permanecieron constantes cuando se aplicaron los ODN antisentido especificos para conexina 43 (lo que
indica que la reduccién de los niveles de conexina fue especifica, no un efecto secundario del tratamiento. En estas
imagenes la conexina 43 aparece como puntos mas pesados en las dos capas basales del epitelio, la conexina 26
como un marcaje punteado mas fino predominantemente en las capas 2-6. Los ODN antisentido para conexina 31.1
redujeron los niveles de conexina 31.1 pero los resultados preliminares también mostraron que el grosor epitelial
(numero de capas) aumentoé en 24 horas (Figura 7 C, D). Este aumento en el grosor se observé mediante el uso de la
tincion con H/E (Figura 7D) y en las secciones marcadas inmunohistoquimicamente (Figura 7C).

Los resultados descritos en este trabajo forman una base para el uso de los ODN antisentido especificos para conexina
en el disefo de tejidos, incluso especificamente después de la cirugia asistida por laser de excimeros de la cornea, o
para el cultivo de drganos in vitro para el disefio y el trasplante de tejidos. Los resultados experimentales
proporcionados en la presente descripcidon demuestran que un tratamiento individual con los ODN antisentido
especificos para conexina 43 después de la queratectomia fotorrefractiva asistida por laser de excimeros tiene muchos
usos beneficiosos, algunos de los cuales se describen a continuacién en la presente descripcion.

La administracion de los ODN antisentido especificos para conexina promueve el movimiento de las células epiteliales.
A las 12 horas después de la cirugia el 90 % de las cérneas tratadas antisentido pero las cérneas de control muestran
la presencia de células epiteliales deslizantes en el sitio de una lesion inducida por laser. Las células epiteliales estaban
presentes en el 30 % de las cérneas de control pero eran estaticas/no deslizantes. La regulacion de la comunicacion
directa entre células por las conexinas puede usarse, por lo tanto, para modificar disefiar cambios en el patrén de las
células epiteliales.

La administraciéon de los ODN antisentido especificos para conexina promueve la hipercelularidad de los controles
asociada con la diferenciacion de miofibroblastos en el sitio de una lesion inducida por laser en el periodo de 24 horas
a 48 horas después de la cirugia. Durante este periodo, mas corneas de control (63 %) que cérneas tratadas con ODN
antisentido (39 %) muestran hipercelularidad intensa en todo el estroma. La regulacién de la comunicacion directa
entre células puede usarse, por lo tanto, para modular la diferenciacién celular que conduce a la modificacion de la
matriz extracelular.

La administracion de los ODN antisentido especificos para conexina controla la remodelacion del estroma que reduce
la opacidad en el sitio de una lesién inducida por laser en las 24 horas a las 72 horas después de la cirugia. En este
periodo, mas cérneas de control (64 %) que las corneas tratadas con antisentido (39 %) muestran una opacidad
intensa en todo el estroma.

La administracion de los ODN antisentido especificos para conexina inhibe el edema estromal durante las etapas
tempranas de remodelacion. La regulacion de la comunicacion directa entre células mejora por lo tanto los resultados
de la cirugia asistida con laser.

La administracion de los ODN antisentido especificos para conexina reduce la proliferaciéon celular en las etapas
tempranas de remodelacion. Por lo tanto, la regulacién de la comunicacion directa entre células puede usarse para
regular la proliferacion celular durante la remodelacion de tejidos.

La administracién de los ODN antisentido especificos para conexina reduce la hiperplasia epitelial en un 78 %
(evaluado desde las 24 horas a las 72 horas después de la cirugia) lo que permite el disefio de un epitelio uniforme.

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 374 T3

La administracion de los ODN antisentido especificos para conexina reduce la activacion de miofibroblastos hasta 1
semana después de la cirugia (y la pérdida temprana de queratocitos). La regulacién de la comunicacién directa entre
células permite un control mas preciso del dafio tisular durante la remodelacién quirurgica, lo que proporciona un mejor
prondstico del resultado y menos defectos visuales.

La administracion de los ODN antisentido especificos para conexina da como resultado una matriz de adhesion
epitelial-estromal mas regular y mas densa durante la remodelacion de tejidos. Por lo tanto, la regulacion de la
comunicacion directa entre células puede usarse para disefar la lamina basal tisular.

Ademas, el modelo de cultivo de la cornea ex vivo usado en la presente descripcion indica que la regulacion de la
comunicacién directa entre células puede usarse para disefar el tejido in vitro, por ejemplo aumentando el grosor
epitelial mediante el uso de los ODN antisentido para conexina 31.1. Este tratamiento también tiene implicaciones in
vivo, por ejemplo, en el disefio de una coérnea mas gruesa para el alivio de enfermedades corneales tales como
queratocono (un adelgazamiento del epitelio).

Los resultados muestran que las moléculas activas que interfieren con la comunicacién entre células pueden usarse
en la ingenieria y remodelacion de tejidos. Especificamente, se muestra que los desoxinucleotidos antisentido dirigidos
a proteinas conexina pueden usarse en la remodelacion de la cérnea especialmente después de la cirugia correctiva
asistida con laser, asi como también para la ingenieria de tejidos in vivo e in vitro.

Por lo tanto, los compuestos antisentido y los métodos descritos en la presente descripcion tienen un potencial
significativo para mejorar el resultado de las intervenciones quirurgicas y mejorar los procesos de enfermedad en el
ojo y para el disefio de tejidos.

Ejemplo IV
Modelo de cultivo ex vivo

La aplicacién de oligodesoxinucleétidos antisentido especificos para la proteina de union de tipo hendidura Conexina
43 después de la lesion en el cerebro o la médula espinal en modelos animales adultos bloquea la propagacion de las
lesiones y reduce la respuesta inflamatoria y la formacion de cicatrices posterior. Se ha llevado el enfoque antisentido
aun mas lejos y se desarrollé un modelo de cultivo ex vivo para segmentos de médula espinal y médulas intactas para
elaborar estrategias de reparacion para lesiones establecidas

Las médulas espinales se escinden de las crias de rata P7 - P14 y se dividen en los segmentos caudal, toracico y
rostral. Los oligodesoxinucleétidos antisentido se aplicaron en un gel plurénico a los extremos cortados de los
segmentos de la médula espinal durante la colocacion en el cultivo, esto da como resultado una reduccién de los
niveles de proteina de Conexina 43 durante 24-48 horas, lo que mejora significativamente la viabilidad del tejido. La
observacion mas inmediata y notable es que no se produce hinchazoén (Figura 8 A-B, que muestra los segmentos de
médula 24 horas después de colocarlos en cultivo). Este tratamiento bloquea la propagacion de los extremos de los
cortes de la médula espinal. El aumento de la supervivencia de neuronas en la materia gris de las muestras tratadas
es claramente evidente en las secciones de resina tefiidas con azul de toluidina (Figura 9A). En un contraste agudo,
el edema y la vacuolaciéon de las neuronas se observa en todo el tejido de control (sin tratar, solo gel o gel con
oligodesoxinucledtidos aleatorios) en la Figura 9B.

El marcaje y los estudios inmunohistoquimicos posteriores hasta el dia 20 muestran que las neuronas en los
segmentos de corddn tratados (marcaje Neuronal-N) sobreviven durante este periodo mientras que pocos permanecen
viables después de tan solo 3 dias en los segmentos de control. El marcaje con isolectina-B4 muestra una amplia
invasion microglial activada (fenotipo macrofagico) de segmentos de control a los cinco dias en cultivo. En las muestras
tratadas, las células microgliales activadas se restringen a los bordes externos (donde los tractos axénicos de la
materia blanca estaban previamente y en los extremos muy cortados). Notablemente, el marcaje de MAP-2, un
marcador de los procesos neuronales, indica un potencial significativo para el recrecimiento en segmentos de médula
tratados en comparacion con los segmentos de control, que no muestran ningin marcaje de MAP-2 en absoluto (Figura
10A-B).

Ejemplo V

Injerto de nervios periféricos a través de lesiones de la médula espinal

Para el injerto de nervios periféricos, se volvera a tratar el tejido con oligodesoxinucleétidos antisentido especificos
para Conexina 43 en el momento del injerto para prevenir la propagacion de lesiones del sitio de injerto y la activacion
microglial que conduce al aislamiento del injerto de la poblacién neuronal del tejido huésped, lo que restringe la

reparacion neuronal.

Injertos de nervios periféricos:
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Los segmentos de la médula espinal se colocan sobre insertos de cultivo (Millipore Millicell) en platos de 35 mm vy el
nivel del medio de cultivo se eleva hasta que se forme un minisco sobre los segmentos. Los oligodesoxinucleotidos
antisentido especificos para conexina 43 (30 mers, concentracion de 1 uM) en un gel plurénico al 30 % se colocan
inmediatamente sobre el tejido medular. El gel se fija a temperaturas fisiolégicas y proporciona la liberacién sostenida
de los oligdmeros antisentido. Este tratamiento reducira los niveles de proteina conexina 43 durante entre 24 y 48
horas, con reduccion maxima a las 6-8 horas después del tratamiento. Tales segmentos de médula, estabilizados en
cultivo, y después de ser reexpuestos al trauma de incision, muestran los mismos sintomas que la intervencion
quirdrgica in vivo, incluyendo la expansion de lesiones e hinchazén tisular en el area de corte. Este efecto puede
evitarse mediante el tratamiento con oligdmeros antisentido especificos para Conexina 43 en el momento de la
incisién; y en consecuencia, los bordes de corte permanecen bien definidos sin signos evidentes de edema o
hinchazén tisular.

Los segmentos se colocan de extremo a extremo pero se separan por un espacio de 1 - 5 mm. Después de un periodo
de estabilizacion de uno a tres dias en cultivo, se coloca un injerto de un nervio ciatico de una cria de rata P7 - P14 a
través de la separacion. Estudios anteriores han indicado que tanto el injerto del nervio ciatico (o su rama safena)(Yick,
L. W. y otros, 1999, Exp. Neurol. 159: 131-138; Aguayo, A. J. y otros, 1981, J. Exp. Biol. 95: 231-240) o del nervio
intercostal (Cheng, H., y otros, 1996, Science, 273: 510-513) tiene un potencial considerable para inducir la elongacion
axonal y la supervivencia de las neuronas.

Inmediatamente después del injerto, el retratamiento comenzara con los oligémeros antisentido de Conexina 43
acompafiado de la evaluacion de conductas neuronales en los dias posteriores. Dado que el periodo de cultivo
después del injerto es relativamente corto (hasta 15 dias) en comparacién con los estudios in vivo (15 dias a 7 meses
después de la cirugia) se usan una variedad de marcadores para evaluar la respuesta de reparacion como se detalla
mas adelante (Resultados de medicién). Los experimentos se realizan con y sin la adiciéon de factores de crecimiento
exogenos (tales como FGF o NGF acido) que podrian desempefiar una funcién en la induccion de la proliferacion y/o
migracién neuronal.

Ejemplo VI
Insercién de implantes sembrados con células de Schwann entre segmentos colocados de extremo a extremo

Para los implantes entre segmentos tratados, se han seleccionado las células de Schwann ya que se ha demostrado
que son promotores fuertes de la regeneracion axonal (Xu, X. M. y otros, 1999, J. Neurosci. 11: 1723-1740; Keirstead,
H. S. y otros, 1999, Exp. Neurol. 159: 225 - 236).

Las células implantadas pueden proporcionar un entorno permisivo para la regeneracion axonal del sistema nervioso
central y han demostrado ser eficaces para inducir el recrecimiento de los axones. Para esta aplicacion deben usarse
implantes de minicanales sembrados con células de Schwann o matrigel colocados entre segmentos de médulas
colocados de extremo a extremo. El principio aqui es que para las intervenciones para reparacion espinal, seria
conveniente extirpar el tejido cicatricial y llenar el espacio con material de implante. Los métodos usados se describen
por Morrissey y otros y Xu y otros (Morrissey, T. K. y otros, 1991, J. Neurosci. 11: 2433 - 2442; Xu, X. M. y otros, 1995,
J. Comp. Neurol. 351: 145-160). Esencialmente, los nervios ciaticos se obtienen de ratas adultas, el epineurio y el
tejido conectivo se eliminan después y se colocan los explantes de 1 mm de largo en cultivo con Medio de Eagle
Modificado de Dulbecco (DMEM- Gibco, Estados Unidos). El crecimiento de las células migratorias son
predominantemente fibroblastos y los explantes se mueven a un nuevo plato a medida que estos alcanzan la
confluencia. Esto se repite durante tres a cinco pasajes hasta que las células que emergen son principalmente células
de Schwann. Estas se disocian y se cultivan para sembrarlas en canales de guias de copolimero o matrigel (Schmidt,
C. E. y Baier Leach, J., 2003, Ann. Rev. Biomed. Eng. 5: 293-347). Una vez que se prepara el material de implante,
los segmentos cultivados tendran sus extremos recortados para imitar la escision cicatricial, y se colocaran de extremo
a extremo con material de implante encajado entre ellos. Inmediatamente después del injerto, las muestras se vuelven
a tratar con los oligémeros antisentido para Conexina 43 y se monitorea el comportamiento neuronal durante los dias
posteriores.

Resultados de medicion

Se llevan a cabo experimentos en el tiempo tanto para los injertos como los implantes periféricos para establecer si
existe una respuesta inmediata, tardia o continua a los tejidos del injerto. Se usan varios marcadores para evaluar la
respuesta neuronal y el potencial de reparacion. Estos incluyen: Marcadores neuronales (anticuerpos contra Neuronal-
N), de neurofilamento (anticuerpos contra MAP-2 y SMI-31) y citoplasmaticos (CMFDA) y colorantes de membrana
(Di-I o Axon grease-Molecular Probes, Oregén, Estados Unidos). Se monitorean especificamente el aumento de la
brotacién neural, el aumento de la distancia de migracién de los axones (relacion de longitud de puente con respecto
a la distancia migrada) y el aumento del numero de axones que crecen hacia o a través del injerto. Marcadores
especificos celulares (GFAP para astrocitos, Isolectina-B4 para células microgliales y S-100 para células de Schwann).
Se evaluan la distribucion y la densidad de las células gliales, y los niveles de mielinizacién. El anti-CGRP (un marcador
de nervios periféricos) se usa para distinguir entre los axones de origen de nervio periférico en oposicién a los que se
regeneran de los segmentos de médula. Los anticuerpos contra GAP-43 (proteina asociada con crecimiento) se usan
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para identificar conos de crecimiento neuronal. Las secciones semidelgadas tefidas con azul de toluidina y la
microscopia electronica de las secciones transversales de injerto se usan para el analisis morfoldgico.

Los anticuerpos secundarios se conjugan con colorante Alexa. Para el marcaje doble o triple, se usan sondas Zenon
(Molecular Probes, Oregdn, Estados Unidos) cuando sea apropiado. Todas los marcadores de anticuerpos y
colorantes se analizan mediante el uso de los microscopios confocales de barrido asistido por laser Leica TCS 4D y
SP2 de la Unidad de Investigacion de Imagenes Biomédicas de la Universidad de Auckland. La microscopia electrénica
se realiza en un microscopio electrénico Hitachi H-7000. Los programas de analisis de imagenes (AnalySIS o NIH
Image J) se usan para cuantificar las diferencias entre los injertos de control y tratados.

Ejemplo 7 - disefio de oligodesoxinucleétidos antisentido
Materiales

Los materiales usados en la presente descripcién incluyen anticuerpos y plasmidos reconocidos en la técnica; tales
como, por ejemplo, plasmidos para conexina 43 (T7291),) y conexina 26 de rata; plasmidos para conexina 43 y
conexina 26 de ratén (Invivogen, Estados Unidos), conexina 43 anti-rata de ratén y conexina 26 anti-rata de conejo de
Zymed (51-2800); y anticuerpos secundarios anti Alexa 488 de ratén de carnero y anti Alexa 568 de conejo de carnero
de Molecular Probes, Eugene OR. Los nucleos se tifieron mediante el uso de colorante Hoechst 33258 (Sigma). Todas
las desoxirribozimas y oligodesoxinucleétidos se adquirieron de Sigma Genosys, Australia, como oligémeros
desalados. Los oligdmeros marcados con TagMan se adquirieron de Applied Biosystems, Estados Unidos. Todos los
oligodesoxinucledtidos se adquirieron como oligodesoxinucleétidos de fosfodiéster no modificados.

Disefo de desoxirribozimas

El disefio y la prueba de desoxirribozimas fueron similares a los descritos en estudios anteriores (Santoro, S. W. y
Joyce, G. F. Proc. Natl Acad. Sci. USA (1997), 94, 4262-4266 y Cairns, M. J. y otros, (1999) Nat. Biotech 17, 480-486).
En resumen, todos los sitios AU y GU en la secuencia de ARNm de la conexina diana se seleccionaron con 8 o0 9
nucledtidos en cada lado de la A o G. Las desoxirribozimas son el complemento de esta secuencia codificante con
sentido con la "A" 0 "G" reemplazada con la "ggctagctacaacga" del nucleo catalitico "10-23". Las desoxirribozimas de
control tenian un nucleo catalitico defectuoso de "ggctaActacaacga" con una mutacion puntual unica (3—A) Santoro,
S. W. y Joyce, G. F. Biochem 37, 13330-13342). También se disefiaron desoxirribozimas especificas para GC y AC
para cubrir las interrupciones dejadas por las desoxirribozimas AU y GU que no cumplian con los tres requisitos
siguientes. Cada desoxirribozima se nombré de acuerdo con la posicidon de los nucleétidos "A" o "G" del codon de
iniciacion ATG. Esas desoxirribozimas seleccionadas para el ensayo in vitro tenian que cumplir con tres requisitos:

Estabilidad térmica: las desoxirribozimas elegidas no deben formar estructuras secundarias estables, ya sea bucle en
horquilla u homodimeros. Se descartd cualquier desoxirribozima con una temperatura de fusion de horquilla u
homodimero mayor que 37 °C por ser presumiblemente incapaz de unirse a la secuencia diana a temperaturas
fisiolégicas.

Afinidad: Los valores totales de AG de ambos brazos de unién no deben ser mayores que -30 Kcal. Cada brazo de
union individual esta entre -10 a -15 kcal. Esto es un compromiso entre la especificidad de la unién/cebado incorrecto
(debido al mayor contenido de CG) y un requisito de tasa de unién/recambio eficaz para desoxirribozimas. La longitud
del brazo de union a cada lado del sitio de escision se ajusta para encontrar el valor de AG ideal y la etapa (1) se repite
para verificar. (3) Especificidad: Todas las secuencias de union dianas se buscaron en BLASTn con Gene Bank para
verificar la especificidad (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Se descartaron desoxirribozimas con homologia a
otros genes de conexina u otros genes de roedor conocidos.

Pruebas in vitro de desoxirribozimas

Los ADNc de conexina 43 y conexina 26 de raton se escindieron del vector pORF (Invivogen) con Ncol y Nhel y se
subclonaron en pGEM-T (Promega) antes de la transcripcion in vitro. Se usaron el ADNc de conexina 43 de rata de
2,4 kb de longitud completa y el ADNc de conexina 43 de rata de 1,4 kb de codificacién completa que incluian 200
nucleétidos de regiones no traducidas 5' para la transcripcion in vitro. EIl ARNm de longitud completa se transcribi6 a
partir de ADN de plasmido linealizado mediante el uso de un kit Promega Riboprobe. El ARNm resultante se purifico
con una columna de centrifugacion para PCR (Qiagen). La concentracion se determiné mediante la lectura en
espectrofotometro de la DO a 260 nm. Después, las desoxirribozimas (40 uM de concentracion final) y el ARNm (0,01
a 0,05 pg/ ul de ARNm total) se equilibraron previamente por separado con un tampoén de escision 2x (100 mM de Tris
7.5; 20 mM de MgCI2; 300 mM de NaCl; SDS al 0,02 %) durante 5-10 minutos a 37 °C. Después, se incubaron la
mezcla de ARNm y desoxirribozima durante una hora a 37 °C, después de lo cual, se afiadid |Ox Bluejuice (Invitrogen)
para detener la reaccion de escisién y la mezcla se mantuvo en hielo. Después la mezcla de reaccion se cargd en un
gel de poliacrilamida al 4 % precorrido (relacion acril: bis 19:1, BioRad) en tampén IXTBE y 7 M de Urea y se corrieron
hasta 2 horas. Los geles se tifieron con una diluciéon de 1:10 000 de SYBR green Il (Mol Probes, Estados Unidos) en
tampon TBE y se obtuvieron imagenes mediante el uso de un sistema BioRad Chemi Doc.
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Disefio de oligébmeros antisentido

Las secuencias antisentido se eligieron con base en las secuencias de veinte nucledtidos de los brazos de unién a
desoxirribozimas que tuvieron éxito en la escisién del ARNm in vitro. Las secuencias seleccionadas se eligieron para
su uso en el disefio de oligos de 30 mer (Brysch, W. (1999). Antisense Technology in the Ventral Nervous System, ed.
H. A. Robertson; Oxford University Press 2141) y (Walton S., y otros, (2002) Biophysical Journal 82, 366-377). En
resumen, se evitaron los motivos GGGG y CpG que provocan los efectos secundarios relacionados con la secuencia
tales como la homologia parcial de una secuencia de 8-10 bases CG apareadas a genes no relacionados. Las
secuencias antisentido con el extremo 3’ que terminan con una Timidina o mas de tres C o G en los cinco ultimos
nucledtidos también se evitan si es posible para evitar un cebado incorrecto. Los oligémeros que forman estructuras
secundarias estables tales como homodimeros, motivos de palindromos o estructuras de horquilla secundarias
impiden que los oligémeros se unan al ARNm diana. Los oligdmeros de control, incluidos los oligémeros con sentido,
revueltos, inversos y no coincidentes también se disefiaron para evaluar posibles efectos secundarios relacionados
con la quimica debido a la hibridacion cruzada, la unién a proteinas no especificas y la toxicidad.

Cultivo de 6rganos corneales y tratamiento con oligonucleétidos antisentido

Las ratas Wistar de 30-34 dias de edad se sacrificaron con diéxido de carbono y se diseccionaron los ojos completos
de las ratas. La superficie ocular se disecciond, se desinfecté con 0,1 mg/ml de penicilina - estreptomicina durante 5
minutos y se enjuagd en PBS estéril. El ojo completo se transfirié después a un soporte estéril en un plato de cultivo
de 60 mm con la cornea orientada hacia arriba. Los ojos se montaron con el epitelio de la cérnea expuesto en la
interfaz de aire-medio y se cultivaron a 34 °C en una incubadora de CO2 al 5 % humidificada en medio libre de suero
(Opti-MEM, Invitrogen) durante hasta 48 horas. Se afadié 100 ul de medio gota a gota a la superficie cada ocho a
doce horas para humedecer el epitelio. Los niveles medios se mantuvieron al nivel de la conjuntiva limbal.

Los oligémeros antisentido se mezclaron con gel F127 Plurdnico (Sigma) al 30 % (p/p) en hielo a una concentracion
final de 2 uM y se aplicaron 10 pl sobre las cérneas como se describié anteriormente. (Ver Becker, D.L., y otros;
(1999b) Dev. Genet. 24:33-42; Green, C.R., y otros; (2001), Methods Mol Biol 154, 175-185). Cada tratamiento tenia
un tamafo de muestra de 3 a 4 coérneas por experimento. Los experimentos preliminares mostraron que los
tratamientos dobles del control positivo, DB1, durante 8 horas tuvieron poco efecto en la expresiéon de la proteina
conexina 43 en el cultivo de las corneas. Por lo tanto, las cérneas se cultivaron durante 24 horas y se aplicaron los
oligébmeros especificos para conexina 43 cada 8 horas. Sin embargo, se encontré que la expresién de conexina 26
enddgena se ve afectada si el cultivo se mantenia durante 24 horas. Por lo tanto, se redujo el periodo de cultivo para
las cérneas tratadas con oligdbmeros especificos para conexina 26 a las 12 horas, con la aplicacién de oligdmeros
antisentido cada 4 horas. El medio se cambi6 diez minutos antes de cada aplicacion repetida de los oligémeros
antisentido o de control. En momentos definidos, las cérneas se enjuagaron con PBS, se sumergieron en OCT (Tissue
Tek, Japon) y se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido. Las criosecciones de 25 pym se cortaron posteriormente
con un criostato Leica (CM3050s) y se montaron en portaobjetos SuperFrost Plus (Menzel, Alemania). Para el analisis
del ARNm de Cx43 y Cx26 se recolectaron las corneas 8 horas después de un tratamiento antisentido unico.

Aislamiento de ARN y PCR en tiempo real

El ARN total se extrajo de las corneas de ratas aisladas mediante el uso de reactivo TRIzol (GIBCO, Invitrogen,
Estados Unidos) de acuerdo con los protocolos del fabricante. La calidad de las muestras de ARN se evalué mediante
electroforesis a través de geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio y las bandas de ARNr 18S y 28S se
visualizaron bajo iluminacién UV. El rendimiento de la extracciéon se cuantificd espectrofotométricamente a 260 nm.
Para la PCR en tiempo real, el ADNc se prepar6 a partir de 5 ug de ARN total mediante el uso de oligo dT y superscript
Il Rnasa H- transcriptasa inversa (Life Technologies, Invitrogen, Estados Unidos) en un volumen de reaccion final de
20 pl. La reaccion de PCR cuantitativa se llevd a cabo en placas de reaccion dptica de 96 pocillos mediante el uso de
un equivalente de ADNc de 100 ng de ARN total para cada muestra en un volumen de 50 pl mediante el uso de la
Mezcla Maestra de PCR Universal TagMan (Applied Biosystems, Estados Unidos) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. La PCR se desarrollé en el instrumento del sistema de detecciéon de secuencias ABI PRISM 7700
(Applied Biosystems, Estados Unidos). Las condiciones de los ciclos térmicos comprendieron una etapa de
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 minutos y 50 ciclos de PCR de dos etapas, que incluyen 15 segundos de
desnaturalizacion a 95 °C y 1 minuto de apareamiento-elongacién a 60 °C, mediante el uso del protocolo estandar del
fabricante. Todos los experimentos se repitieron por triplicado. EI monitoreo del control negativo para cada diana
mostré ausencia de arrastre.

La amplificacion de ARNr 18S se realizé como una referencia interna contra la cual otros valores de ARN pueden
normalizarse. Si las eficiencias de las amplificaciones del ARNr diana y 18S eran aproximadamente iguales, entonces
se uso la formula 2-2Ct para calcular los niveles relativos de ARNm sin la necesidad de una curva estandar. Si la
eficacia de amplificacion del ARNr diana y 18S fue significativamente diferente, se usé un método de curva estandar
relativo para calcular las cantidades absolutas de ARNm y ARNr 18S para cada experimento a partir del Ct medido, y
después los niveles relativos de ARNm del gen diana en comparaciéon con el control cuantificado después de la
normalizacion con respecto al ARNr 18S.
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Todos los calculos se realizaron mediante el uso del software PRISM 3.02 (GraphPad, San Diego). La diferencia
estadistica entre los grupos se determiné mediante el uso de la prueba t de Student. Las comparaciones entre varios
grupos se realizaron mediante una ANOVA, y la significacion se calcul6 mediante el uso de la prueba de comparacion
multiple de Dunnett.

Evaluacion de la eficiencia de los oligdmeros antisentido en la traduccion de bloqueo

Se usaron oligémeros marcados con Cy3 y TagMan (Fam, Tamra) para evaluar la penetracion y la estabilidad. Los
oligémeros marcados con Cy3 (Sigma Genosys) y los oligdmeros marcados con TagMan (FAM, TAMRA) (Applied
Biosystems) se aplicaron con gel Plurénico para medir tanto la estabilidad como la penetracién de oligémeros en el
epitelio corneal. Las coérneas tratadas se fijaron en paraformaldehido al 4 % durante 20 minutos, se montaron en agar
al 1 % y se visualizaron bajo una lente de inmersién en agua de 40x como montura completa. La profundidad de la
penetracion del oligémero se midié mediante el uso de la opcién de barrido Z en un microscopio confocal Leica SP2 y
se midieron las gréaficas de intensidad contra la distancia z. La descomposicion de los oligdmeros TagMan se midid
mediante el uso de la opcién de barrido Lamdba en el confocal. La transferencia de energia de resonancia por
fluorescencia (o FRET) entre la molécula FAM (donante) y la TAMRA (receptora) se produce en oligdmeros intactos
de 30 mer. Cuando el oligdmero se descompone, FAM y TAMRA ya no estan en estrecha proximidad y el FRET ya no
se produce.

Marcaje inmunofluorescente

El inmunomarcaje de conexinas en las secciones de la cdrnea se realiz6 como se describié anteriormente. En
resumen, las secciones se bloquearon en suero de carnero al 10 % y se incubaron con anticuerpo primario a 1:250
(anti conexina 43 de rata de ratén) o 1:500 (anti conexina 26 de rata de conejo) a 4 °C durante toda la noche. Las
secciones se lavaron después con PBS, se incubaron con dilucién 1:400 de anticuerpo secundario marcado con Alexa
488 a temperatura ambiente durante 2 horas y después se fijaron en paraformaldehido al 4 % y se contratifieron con
yoduro de propidio 0,2 uM o una dilucién 1:50 de Hoechst 33258 durante 10 min. Las secciones se montaron en medio
de anti desvanecimiento Citifluor (Agarscientific Reino Unido). Todas las imagenes se recolectaron mediante el uso
de un microscopio confocal de barrido asistido por laser Leica TCS-4D o Leica SP2 y se almacenaron como archivos
TIF. Todas las imagenes se recolectaron mediante el uso de configuraciones de voltaje constante (520-540 V) y de
compensacion (-2). El voltaje y la compensacion se configuraron mediante el uso de la opcion de visualizacion de
ajuste de brillo para maximizar la escala de grises de las imagenes del tejido de control. Las mismas configuraciones
se usaron después para todas las muestras dentro del mismo experimento.

Para la cuantificacién, se procesaron cuatro cortes épticos a través de tres micrémetros en una Unica imagen 6ptica
de enfoque extendido mediante el uso de la opcidn de proyeccion topografica del centro de masa en el TCS-4D. Las
manchas del marcador de conexina se contaron mediante el uso de NIH image (Scion Corp.) después del umbral a
una intensidad de 90 a 100 pixeles en la imagen en escala de grises 256. Se midi6 ademas el area del epitelio de la
corneay se calculd una densidad de conexina por unidad de area. Se us6 un promedio de cuatro imagenes de enfoque
extendido para calcular la densidad de conexina absoluta de cada cérnea. Este niumero se normalizé después con
respecto a la densidad de conexina media de las cérneas tratadas con el control con sentido o tratadas con gel. Se
han representado los datos como porcentaje de caida cuando se comparan diferentes tratamientos.

Las desoxirribozimas escinden selectivamente el ARNm in vitro

Se disefiaron sesenta y seis desoxirribozimas especificamente contra el ARNm de conexina 43 de roedor (Tabla 5).
Veinte de estas desoxirribozimas se disefiaron para reconocer tanto el ARNm de conexina 43 de ratén como de rata.
También se adquirieron dos desoxirribozimas defectuosas con una Unica mutacion puntual en el nucleo catalitico "10-
23" como controles negativos. Los resultados de la escisidon por desoxirribozimas fueron similares para el ARNm de
conexina 43 de rata de 1,1 Kb de longitud (no se muestra) y el ARNm de conexina 43 de rata de 2,4 Kb de longitud
(Figura 11 A). Tanto el ARNm de conexina 43 de rata (Figura 11A) como de ratén (Figura 11B) parecen tener regiones
similares accesibles para las desoxirribozimas. Los resultados indican cuatro regiones en el ARNm de conexina 43 de
roedor que se exponen y estan disponibles para la escisién por las desoxirribozimas. Estas regiones son de alrededor
de 367-466, 526-622, 783-885, y 10071076 bases desde el coddn de iniciacion ATG. Las dos desoxirribozimas
defectuosas, aldf605 y aldf783, no mostraron escisién del ARNm de conexina 43 de roedor. Las desoxirribozimas
disefiadas contra la regidn no traducida 5' de 200 pares de bases del ARNm de conexina 43 de rata tampoco mostraron
ninguna actividad de escision.

Tabla 5. Resumen de las secuencias de desoxirribozimas (dz) y oligodesoxinucleétidos antisentido (as) que muestran
varios grados de actividad in vitro e in vivo contra conexina 43 de rata.
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Nombre Secuencia de ODN en direcciéon 5'a 3' in proteina ARNm
vitro invivo Invivo

SEQ ID NO: 32 r43dzl4 CCAAGGCA ggctagctacaacga TCCAGTCA -

SEQID NO: 33  aldz605 CCGTGGGA ggctagctacaacga GTGAGAGG +

SEQID NO: 34  aldf605 CCGTGGGA ggctaActacaacga GTGAGAGG -

SEQIDNO: 35  r43dz769 AGTCTTTTG ggctagctacaacga TGGGCTCA -

SEQIDNO:36  aldz783 TTTGGAGA ggctagctacaacga CCGCAGTC ++

SEQID NO: 37  aldf783 TTTGGAGA ggctaActacaacga CCGCAGTC -

SEQ ID NO: 38 r43dz885DBI ACGAGGAA ggctagctacaacga TGTTTCTG +++

SEQ ID NO: 39 r43dz892 TTGCGGC ggctagctacaacga CGAGGAAT -

SEQ ID NO: 40 r43dz953 CCATGCGA ggctagctacaacga TTTGCTCT +++

SEQ ID NO: 41 r43dzI076 TTGGTCCA ggctagctacaacga GATGGCTA +++

SEQID NO:42  DB1 GTA ATT GCG GCA GGA GGA ATT GTT TCT GTC + ++
SEQ ID NO: 43 DBIs GACAGAAACAATTCCTCCTGCCGCAATTAC i i
SEQID NO: 44  r43asl4 CCAAGGCACTCCAGTCAC -

SEQID NO: 45  alas605 TCCGTGGGACGTGAGAGGA ++ ++
SEQIDNO: 46  r43as769 AGTCTTTTGATGGGCTCA arriba arriba
SEQID NO: 47  alas783 TTTTGGAGATCCGCAGTCT + t+
SEQID NO:48  r43as885 CACGAGGAATTGTTTCTGT +

SEQID NO:49  r43as892 TTTGCGGCACGAGGAATT -

SEQID NO:50  alas953 CCCATGCGATTTTGCTCTG

SEQ ID NO: 51 alas1076 GTTGGTCCACGATGGCTAA

La Tabla 5 muestra las secuencias de ribozima y antisentido seleccionadas sobre la base de estudios de escision por
ribozimas in vitro para el analisis in vivo (niveles de ARNm y/o proteina) o cuando los controles defectuosos de ribozima
(SEQ ID NO:56 y SEQ ID NO:59) se comparan con las ribozimas normales.

Los nombres de los oligdmeros tienen el prefijo r43 cuando son especificos solamente para la conexina 43 de rata; el
prefijo a1 denota especificidad tanto contra el raton como la rata. Todas las secuencias de los oligdbmeros son
oligodesoxinucledtidos de fosfodiéster no modificados. "ggctagctacaacga” representa el nicleo catalitico "10-23" de
las desoxirribozimas y "ggctaActacaacga" es el control de mutantes defectuosos. DB1 es una version de 30 mer de
as885 (marcada en minusculas) y DB1s es el control con sentido de la secuencia de DB1. Los efectos in vitro se
midieron como el porcentaje de escision de ARNm por las desoxirribozimas individuales. Los efectos in vivo se
midieron mediante el inmunomarcaje de conexina 43 en secciones de la cérnea (en referencia a la Figura 15) o la
evaluacioén por PCR en tiempo real de los niveles de ARNm supervivientes (en referencia a la Figura 16). +++ significa
>75 %, ++ significa entre el 50 % al 75 %, + significa entre el 25 % al 50 %, y - significa entre el 0 % al 25 % de escision
in vitro de ARNm o reduccioén in vivo de proteina y expresiones ARNm, arriba significa un aumento en la expresion de
la proteina conexina 43 cuando se compara con DB1 con sentido y el tratamiento de control solamente con gel.

También se analizaron cuarenta y cuatro desoxirribozimas disefiadas especificamente contra el ARNm de conexina
26 de roedor (Tabla 6), de las cuales 17 desoxirribozimas coincidian tanto con el ARNm de conexina 26 de ratén como
de rata. EIl ARNm de conexina 26 de rata aparecié como una doble banda en el gel debido a la presencia de dos
promotores de ARN polimerasa T7 en el plasmido de clonacion. Los resultados de escision muestran que el ARNm
de conexina 26 tiene al menos dos regiones accesibles para las desoxirribozimas, en las regiones base 318-379 y
493-567 (Figura 12A, 12B). Estas figuras muestran que la desoxirribozima de escision mas consistente es la
€x26dz330, que escinde ambas especies de ARNm en una hora. Las dos desoxirribozimas defectuosas (b2df351 y
b2df379) no mostraron escision del ARNm de conexina 26 de roedor. Las desoxirribozimas cx26dz341, dz351, dz375,
dz379 escinden consistentemente el ARNm de conexina 26 de rata a una tasa mayor en comparacion con el ARNm
de conexina 26 de ratén. Por otra parte, mcx26dz153 y dz567 parecen ser desoxirribozimas superiores de conexina
26 en el ratén cuando se compara con la rata.
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Tabla 6. Secuencias de desoxirribozimas (dz) y oligodesoxinucleétidos antisentido (as) que muestran diversos grados
de actividad in vitro e in vivo contra conexina 26 de roedor.

Nombre Secuencia de ODN en direccién 5'a 3' in proteina  ARNm
vitro  invivo  invivo
SEQ ID NO: 52 m26dzI53 GTTGCAGA ggctagctacaacga AAAATCGG +++
SEQ ID NO: 53 b2dz330 GTTCTTTA ggctagctacaacga CTCTCCCT +++
SEQ ID NO: 54 b2dz341 GTCCTTAAA ggctagctacaacga TCGTTCTTT +++
SEQ ID NO: 55 b2dz351 TCTCTTCGA ggctagctacaacga GTCCTTAAA +++
SEQ ID NO: 56 b2df351 TCTCTTCGA ggctaActacaacga GTCCTTAAA -
SEQ ID NO: 57 b2dz375 GATACGGA ggctagctacaacga CTTCTGGG +++
SEQ ID NO: 58 b2dz379 CTTCGATA ggctagctacaacga GGACCTTC +++
SEQ ID NO: 59 b2df379 CTTCGATA ggctaActacaacga GGACCTTC -
SEQ ID NO: 60 m26dz567 GGTGAAGA ggctagctacaacga AGTCTTTTCT +++
SEQ ID NO: 61 b2as330n CCTTAAACTCGTTCTTTATCTCTCCCTTCA - ++
SEQ ID NO: 62 b2rv330n  ACTTCCCTCTCTATTTCTTGCTCAAATTCC - -
SEQ ID NO: 63 r26as375n TACGGACCTTCTGGGTTTTGATCTCTTCGA - +
SEQ ID NO: 64 r26rv375n  AGCTTCTCTAGTTTTGGGTCTTCCAGGCAT -

La Tabla 6 muestra las secuencias de ribozima y antisentido que escindieron consistentemente el ARNm in vitro, se
seleccionaron sobre la base de los estudios de escision por ribozima in vitro para el analisis in vivo (niveles de ARNm
y/o proteina) o cuando se usaron como controles de ribozima defectuosos. Los nombres de los oligémeros tienen el
prefijo m26 o r26 donde son especificos solamente para el ARNm de conexina 26 de ratén o rata respectivamente, y
el prefijo b2 denota especificidad contra ambas especies. Todas las secuencias de los oligémeros son
oligodesoxinucledtidos de fosfodiéster no modificados. "ggctagctacaacga” representa el ndcleo catalitico "10-23" de
las desoxirribozimas y "ggctaActacaacga" es el control de mutantes defectuosos. También se usé un control inverso
(rv) para controlar cualquiera de los efectos no especificos de los oligdmeros antisentido. Los efectos in vivo se
midieron mediante el inmunomarcaje de conexina 26 en las secciones de las cérneas y la PCR en tiempo real de la
expresion de ARNm diana (en referencia a la Figura 17). +++ significa >75 %, ++ significa entre 50 % al 75 %, +
significa entre el 25 % al 50 %, y - significa entre el 0 % al 25 % de la escision de ARNm in vitro o la reduccion de las
expresiones de ARNm y proteina in vivo.

ElI ODN marcado fluorescentemente en gel plurénico puede penetrar en el epitelio corneal

Las coérneas de rata mantienen la expresion tanto de conexina 43 como de conexina 26 en cultivo de érganos y son
facilmente accesibles para el suministro de oligémeros antisentido en el gel F-127 plurénico al 30 %. Por lo tanto, el
cultivo de érganos de coérnea de ratas se seleccioné como el sistema modelo para probar la eficacia de los disefios de
oligodesoxinucledtidos antisentido derivados del modelo in vitro. Se cultivaron las cérneas de rata durante 24 horas y
se descubrié que el endotelio permanece intacto. Sin embargo, los tiempos de cultivo de mas de 48 horas parecieron
afectar la opacidad de las cérneas y por lo tanto no se usaron. Los oligdmeros marcados con Cy3 se usaron para
determinar el grado de penetracion del oligdémero en la cérnea cultivada. Los cortes dpticas confocales hacia abajo a
través de la coérnea intacta muestran que la sefial fluorescente esta presente con los oligdmeros marcados con CY3
en la Figura 13A muestra la sefial fluorescente de 10 um de profundidad en la cérnea cultivada 1 hora después del
tratamiento inicial. Las sondas TagMan conjugadas a oligodesoxinucleétidos se usaron para medir y demostrar el
suministro de oligodesoxinucledtidos intactos con gel plurénico al 30 % en el epitelio corneal. Una proporcion
significativa de oligdmero permanecio intacta una hora después del tratamiento (Figura 13B, 13C). La sefal punteada
de los oligdbmeros intactos (FRET que se produce en la Figura 13C) puede observarse como la longitud de onda roja
(representada en escala de grises) mientras que la sefal de los oligdmeros degradados (sin FRET) aparece en el
espectro verde (representado en la escala de grises) (Figura 13B).

El ensayo de desoxirribozimas predice los ODN que pueden provocar la caida de la proteina conexina 43 en el epitelio
corneal.

En un experimento preliminar, se trataron las cérneas de rata con una Unica aplicacion del control positivo, DB1, y no
se encontraron cambios significativos en la expresién de la proteina conexina 43 después de 8 horas. La caida
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evidente de proteinas a las 24 horas se observé después de tres aplicaciones en ocho intervalos por hora. Con base,
en parte, en los resultados del ensayo de escision por desoxirribozimas se analizaron ciertos oligémeros antisentido
in vivo (DB1, r43as605, r43as783, r43as885, r43as953 y r43as1076), asi como también los oligémeros antisentido
pronosticados como no funcionales (r43as14, r43as769 y r43as892) y un control negativo (DB1 con sentido). Se
encontro la caida de los niveles de proteina conexina 43 después de 24 horas de tratamiento en comparacién con los
controles (Figura 14A) con todos los oligdmeros antisentido que se habia determinado que deberian ser positivos
(Figura 14C, 14E, 14G). Los tres de los pronosticados como negativos, y el oligémero de control negativo, no afectaron
la expresion de la conexina 43 (Figura 14B, 14D, 4F, 4H). DB1, una versién de 30 mer de as885, mostré una caida
porcentual similar al as885 mas pequefio (justo bajo una caida del 50 %). Uno de los oligdmeros antisentido mejor
identificados en este experimento parecia ser as605 con una reduccion del 64 % en el nivel de proteinas. Un resumen
de estos resultados cuantificados se presenta en la Figura 15.

Para probar la técnica para otros conexinas, se disefiaron oligodesoxinucleétidos adicionales y se probaron para la
conexina 26. Dos oligodesoxinucleétidos antisentido de 30 mer designados como r26as330N y 375N, junto con sus
oligodesoxinucledtidos de control inverso adecuados se disefiaron contra conexina 26 con base en las regiones dentro
de las areas de escision de b2dz330 y b2dz375. Se encontrd que estos oligodesoxinucledtidos antisentido (as330N y
as375N) no condujeron, sin embargo, a una diferencia significativa en los niveles de expresion de proteinas dentro del
periodo de tiempo de 12 horas para estos experimentos cuando los cultivos tratados con oligémeros antisentido se
compararon con las cérneas tratadas con control inverso.

Los ODN antisentido conducen a la reduccién del ARNm de conexina 43 y conexina 26

La PCR en tiempo real se usé para determinar el efecto de los oligodesoxinucledtidos antisentido en los niveles de
ARNm. Se confirmé que los oligodesoxinucleotidos antisentido que desactivan la expresion de la proteina conexina
43 (as605, as885, DB1) también tienen menores niveles de ARNm de conexina 43 en comparacién con las cérneas
de control dentro de las 8 horas después del tratamiento (Figura 16). La reduccion porcentual en los niveles relativos
de ARNm de conexina 43 se correlaciona bien con el nivel de reduccion de la proteina conexina 43. El oligémero
antisentido negativo (as769) y los 10 controles negativos (DB1 con sentido, solo gel) presentaron niveles de ARNm
de conexina 43 sin cambios en comparacion con las corneas de control.

La expresion de ARNm de conexina 26 también se redujo significativamente por as330N y as375N en 8 horas de
tratamiento antisentido (Figura 17). El control de secuencia inversa para as330N y un control solo de gel no exhibieron
efecto sobre los niveles de ARNm.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> CODA THERAPEUTICS LTD.

<120> COMPUESTOS ANTISENTIDO DIRIGIDOS A CONEXINAS Y METODOS DE USO DE ESTOS

<130> 50462.000002

<140>
<141>

<150> NZ 529936
<151>2003-12-03

<160> 65
<170> PatentIn ver. 3.2

<210> 1

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
gtaattgcgg caagaagaat tgtttctgtc 30

<210> 2

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 2
gtaattgcgg caggaggaat tgtttctgtc 30

<210> 3

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
ggcaagagac accaaagaca ctaccagcat 30

<210> 4

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
tcctgagcaa tacctaacga acaaata 27

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
catctccttg gtgctcaacc 20

<210>6

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
ctgaagtcga cttggcttgg 20

<210>7

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7
ctcagatagt ggccagaatgc 21

<210>8

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
ttgtccaggt gactccaagg 20

<210>9

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>9
cgtccgagec cagaaagatg aggtc 25

<210> 10
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<211>19
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 10
agaggcgcac gtgagacac

<210> 11

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
tgaagacaat gaagatgtt

<210> 12

<211> 3088

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

19

19

acaaaaaagc
agtaccaaac
ccttttcatt
taagcaaaag
gacaaggttc
ttccgaatcce
tttcgttgta
atctctcatg
tacctggctc
gaactcaagg
ataaagaagt
ctgcgaacct
atccagtggt
tgcccacatce

ttttacgagg
agcagcggag
ttacttcatc
agtggtgccc
aagcctactc
tgctgctggy
acactcagca
tgcgettctg
atgtgttcta
ttgcccaaac
tcaagtacgg
acatcatcag
acatctatgg

aggtggactg

ES 2749 374 T3

tatcagcact
ttttaaactt
ctccaaggad
aggcaacatg
aactgctgga
gacagcggtt
acctggttgt
ggtcctgeag
tgtgatgcga
tgatggtgtc
tattgaagag
tatcctcttc
attcagcttg
tttcctctct

tttctttcat
taaatagaca
ttcaatcact
ggtgactgga
gggaaggtgt
gagtcagcct
gaaaatgtct
atcatatttg
aaggaagaga
aatgtggaca
catggtaagg
aagtctatct
agtgctgttt
cgcccecacgg

56

tagggggaag
ggtctgagtg
tggcgtgact
gcgccttagg
ggctgtcagt
ggggagatga
gctatgacaa
tgtctgtacc
aactgaacaa
tgcacttgaa
tgaaaatgcg
ttgaggtggc
acacttgcaa
agaaaaccat

gcgtgaggaa
cctgaacttg
tcactacttt
caaactcctt
acttttcatt
gcagtctgec
gtctttccca
cacactcttg
gaaagaggaa
gcagattgag
aggggggttg
cttcttgctyg
aagagatccc
cttcatcatc

60
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ttcatgctgg
ttcttcaagg
ggtgcgctga
tcctcaccaa
gacagaaaca
aattacagtg
gcacagcctt
gaattacagc
agcagcagac
tccactcaat
atccggtgga
agaataccta
gaggtgcatg
ccattaggtg
tgtgtatgtg
gaaataattc
aagacagagg
gaaggtaagc
tttattcttg
tttgcaaata
catcattcct
gttgggatgt
taatatttaa
tacaagcaga
tcaaatttga
ataattcctg
tgtatcctat
taggatatag
gatgcttgaa
ttagaaaaaa
tattcttggg
tagcagtctt
caagagaggt
ttgaagacat
gaaaatgctg
tacaatgaaa
cattgcatgt
caataaagtt

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

tggtgtcctt
gcgttaagga
gccctgccaa
ccgctccect
attcttcttg
cagaacaaaa
ttgatttccc
cactagccat
ctcggcctga
tgtggagaag
ggtggtactc
ggttcactgg
ttggtattta
atacatagat
aatgagcggg
tggccaggaa
attgtcctta
tttctaggcc
gtatcagttt
cgtatattct
cagctactac
cacttaacat
caatcactta
tacagtataa
acctttctca
ctgtggcaag
tatggatact
cagtaatgct
tgatagaatt
tgcttagagt
ttttcctact
ttggagtgac
tgaaagagga
ctaccagttt
agtatgacac
attactaatt
aatgtagacc
ttaatttagt

<213> Homo sapiens

<400> 13

ES 2749 374 T3

ggtgtccctg
tcgggttaag
agactgtggg
ctcgcctatg
ccgcaattac
tcgaatgggg
cgatgataac
tgtggaccag
tgacctggag
aaaaaaggtg
aacagcctta
gggtgtatgg
aagtagtgga
aagggctttt
tggtaattgt
taaatacttc
agtccctgcet
tgaccctcca
aaaattcaga
ttttccatcc
tcacattcat
tTttttttttt
tatgtgtgtc
actcacaaac
tggatttttg
taaagcacac
ggttttgtta
attactgaaa
ttagtactgt
ggactattaa
taatacacag
cagcaacttt
ttcagtagta
ctccaaatgc
ttttcttett
tgtttgacat
tagtccatca
ataaacat

gccttgaata
ggaaagagcg
tctcaaaaat
tctcctectg
aacaagcaag
caggcgggaa
cagaattcta
cgaccttcaa
atctagatac
ctgtagaaag
ttcatgaggc
ggtagatggg
ttcaaagaac
tctccecgcea
ggctaaatat
ctgaacatct
aaaacattcc
ggtgtcaatg
caaggcccac
acttgcacaa
ttaatggttt
tgagctaaag
gaagagtttg
acagatttga
tggtgtgggc
trtttttttc
attatgattc
tgaatttcct
aaacaggctt
atgtgcctaa
taattcagaa
gatgtttgca
cacatacaac
cttttttaaa
gcatgcatgt
tccatgttaa
gatcatgtgt

57

tcattgaact
acccttacca
atgcttattt
ggtacaagct
caagtgagca
gcaccatctc
aaaaactagc
gcagagccag
aggcttgaaa
tgcaccaggt
ttagaaaaca
tggagaggga
ttagattata
aacaccccta
trttgtttta
taggtctttt
attgttaaaa
gacttgtgct
agaataagat
tatcattacc
ctgtaaacat
tcagggaatc
ttttgtttgt
aaataatgca
caatatggtyg
tcctaaaatg
tttattttct
ttttctgaaa
tagtcattaa
atgaattttg
cttgtattct
ctaagatttt
taatttattt
actcatcaca
cagctacata
actacggtca
tctggagagt

cttctatgtt
tgcgaccagt
caatggctgc
ggttactggc
daaactgggct
taactcccat
‘tgctggacat
cagtcgtgcc
gcatcaagat
gttaattttg
caaagacatt
ggggataaga
aataagagtt
agaatggttc
ccaagaaact
caacaagaaa
tttgcacttt
actatatttt
tttccatgca
atcacttttt
ttttaagaca
aagccatgct
catgtattag
catatggtgt
tttacattat
tttttccctg
ctcctttttt
tgtaatcatt
tgtgagagac
cagtaactgg
attatgagtt
atttggaatg
gaactatatg
gaagattggt
aacagttttg
tgttcagctt
gttctttatt

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3088
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atgggcgact
atcggcaagg
gcggaggacg
tgcgagaacg
cagatcatct
cgcatggaag
agccccaagg
atggccgggg
gtgggcttca
tgcgaccgcet
accatcttca
gagatctacc
gacgcctccg
ccgcccgccg
caggcccgeg
gccctgaccg
ctgctgatga
aaggcttacc
ccactcgcgce
agtctggagg
gcggcccaga
agcagggcca

ggagctttct
tttggctgac
tgtggggcga
tctgctacga
tcgtgtccac
agaagaagaa
agccaccgca
cgctgctgeg
tcgecggeca
ggccctgcecc
tcatcttcat
acctgggctg
aggccccgcet
ttgccatcgg
ccgtgggcta
aggcgcgcegg
ctgagcagaa
cggcagcegtc
acgaggctga
ggagcgccct
tgcaccagcc
gcagcgggcg

ES 2749 374 T3

gggaagactc
cgtgctgttc
tgagcagtca
cagggccttc
gcccaccctce
agagagggag
ggacaatccc
gacctacgtc
gtactttctg
caacacggtg
gctggeggty
gaagaagctc
ggggacagcc
gttcccaccc
ccccggyggec
aaagggccag
ctgggccaac
cacgcctgea
ggcgggcgcg
ggcagggacc
gcccttgecce
ggccagaccg

ttagaaaatg
atcttccgea
gacttcacct
cccatctecc
atctacctgg
gaggaggagc
tcgtcgeggg
ttcaacatca
tacggcttcg
gactgcttca
gcctgecgegt
dagcagggcg
gatccccecgce
tactatgcgc
ccgccaccag
tccgccaagce
caggcggceceg
gcccccagcec
gcgeccctgce
cccgaggagyg
ctcggagacc
gaggacttgg

cacaggagca
tcttggtgct
gcaacaccca
acatccgcett
gccacgtgct
agctgaagag
acgaccgcgg
tcttcaagac
agctgaagcec
tctccaggec
ccctgctget
tgaccagccg
ccectgececc
acaccgctgc
ccgcggactt
tctacaacgg
agcggcagec
ccgtcggcag
tgctggatgg
aggagcaggc
caggtcgggc
ccatctag

ctccacggtc

gggggccgcg
gcagccggge
ctgggcgcetyg
gcacatcgtg
agagagcccc
cagggtgcgc
gctgttcgag
gctctaccgce
cacggagaag
caacatgctg
ccteggeecg
cagctcccgg
gcccctggga
caaactgcta
ccaccaccac
ccecggegcetce
cagctccccg
gagcggcage
cgtgaccacc
cagcaaggcc

60
120
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240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1308

<210> 14

<211> 1601

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14
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ctccggccat
agccatgggt
cgtggtgggt
ggccggegag
aggctgcacc
gctgcagttc
gtctcggcga
ggacccacag
dgcagaagat
gctctgcaag
gaccatggag
tgtctctcge
ctccectggtyg
gatgagggca
cacggaccag
cacctacaat
gctggcgtct
cccaagtcgt
tgtcacccaa
tggaaggctc
cattgcaagt
cctctccaga
gtactggggc
aacctcaccc
gaadaggcgg
tttggccctg
caagcttctg

cgtccccacc
gactggggct
aagatctggc
tcagtgtogg
aacgtctgct
ctcttcgtca
gaagagcggc
gtggagcggg
ggtcgcctgce
agtgtgctag
cccgtgtttg
cccacggaga
cttaacctgc
cggcaaggcc
ggtcttcttc
gggctctcat
tccaggeccce
cccagcagct
cagaggggtc
tgcagagatg
tgttcttgaa
tgtgctttgc
cctctggect
tatggaacag
attgaggctg
tcaaggggac
aaataaacag

tccacctggg
tcctggagaa
tgacggtgct
gtgacgagca
atgaccaggc
gcacacccac
tggcgcagaa
cgctggeegyg
gcattccgceg
aggcaggctt
tgtgccageg
agaccatctt
tggagttggt
aagacgcacc
tacctccccg
ccagtgagca
ctctcttect
ctgcttctaa
ctgagaagtc
actgggctgg
cacctgaggc
ctgagcacag
tttgcagctg
tcacctgtgce
ctgggtcagc
tggtgccttg
gacttgatca

ccgcccgega
gttgctggac
cttcatcttc
gtcagatttc
cttcccecatc
cctggtctac
gg9agggggag
catagagctt
agcactgatg
cctctatggc
agcaccctgce
catcatcttc
gcacctgctg
cccgacccag
tggccagggg
gaactgggcc
ggacccaccc
gaagcagtat
tggctgectg
ggaagcagat
cttcctgtag
acagtcagca
atccagagga
gcaggttgtc
cttgatcgca
ttttcatcac
caaaaaaaaa

58

ggcagcggac
caggtccgag
cgcatcctca
gagtgtaaca
tcccacatcce
ctgggccatg
ctgcgggceac
cagatggcca
ggcacctatg
cagtggcgcc
ccctaccteg
atgttggtgg
tgtcgctgcc
ggcacctcct
ccctcatecc
aacctgacca
cctcagaatg
gtatagaggc
ggatgccccc
gcttgetggce
cccaccaggce
tggaatgctc
acccagagcc
ctcaaaccct
cagacagagc
tccttectag
a

ggaggccgag
agcactcgac
tcctgggect
cggcccagec
gctactgggt
tcatttacct
tgccggccaa
agatcrcggt
tcgccagtgt
tgtacgactg
tggactgctt
ttggactcat
tcagccgggg
cagaccctta
caccatgccc
cagaggagag
gccaaaaacc
ctgtggctta
tgcccecectcec
catggagcct
actacggctt
ttggccaagg
aacttacccc
ctcctcacag
ttgtgccgga
ttctactgtt

60
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<210> 15
<211> 2574
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

gcaaaaagcyg
aagtccaggg
atgggcgatt
gtaggcaagg
gctgagtctt
tgccagaatg
cagatcatct
cgcatgcagyg
ggctcttacg
ggaaggattg
accaccatgg
accctgcatg
cccacagaga
cttagcctgg
ccgcggeagce
tgcacaccac
aatcccttca
gtacgaggtc
cctgaggtgce
aagcgacgtc
tcctttatgg
tcccttetga
ctcaatgacg
ggtgacaacc
tcagattact
gaagggatag
cgttctctaa

aagttcccag
tgttgtctec
ttctecctecc
tttacaaatg
ttccttctge
gtacacacaa
ttcaatccaa
ccctgaaggc
cagatcatca
attgtacctc
aatggagaga
caacttagtg
tggaggcttt
tttatttaaa

tgggggctgt
atccataatg

tgggcagttg
aggaggaaaa
ggagcttcct
tctggctcac
cctgggggga
tctgctacga
tcgtctccac
agaagcgcaa
agtacccggt
cccteccaggg
aggtgggctt
tctgccgecag
agaatgtctt
ctgaactcta
acatggctaa
cccecgactt
gcaataatat
aggagcagac
ccaatggagt
ttagtaaggc
gaggatcagg
actgatgctt
ttgctcatta
cacccagact
catgaaacag
ccagagggat
gttcctacct

ccaatagaca
atggaccatt
tctactcage
ccttggtatg
tagggtgtac
actctactgg
tgatagaaac
cttaccaaca
gccactgagg
tcagattccc
aaacactgga
ccaagaggag
agcaggggca
gagcgcagag
agaaaagcct
ggttgctgtt

ES 2749 374 T3

gagaagaagc
gaagcagaag
gggaaatttc
tgtcctcttc
tgagcaggct
ccaggctttc
gccctctctg
gctacgggag
ggcagagaag
cactctgctc
cattgtgggc
gagtcccigt
cattgtcttt
ccacctgggc
gtgccagctt
taatcagtgc
ggcctcccaa
tcctggggaa
ctcaccaggt
cagcagcaag
accaggtggg
tctcactgtc
attctagaaa
gcagttcecct
ggtagaggga
agaatgactc
ccttgacctg

gcatgaatca
cctcggagta
cttaaaaagg
tacctctggc
acctagcctg
aattcctgcc
catcccttec
ggaatatcca
ccagtggaat
cttgtggaaa
aaactatttt
gtgtgatgac
aggaaatagt
attcctatgt
tgcctteccc
gttttggatg

agccagagtg
ttttggcatc
ctggaggaag
atattccgta
gatttccggt
cccatctcecc
gtgtacatgg
gccgagaggg
gcagaactgt
aacacctatg
cagtacttca
ccccacccgg
atgctggctg
tggaagaaga
tctggeeect
ctggagaatg
caaaacacag
ggtttcatcc
caccgccttc
gcaaggtcag
aacaaaggag
atcactgctt
ctataaccag
ccccaccctce
aagaagggaa
tctctctaca
atcaccctcc

aggaacttgc
gtggtgagat
gcttcttgga
aaatgcccca
tgcaggtgtc
aacatctgtc
ctttctcect
agaagctgtt
ttccccagge
aaaaaattct
cccctectat
agctatggag
aggggaatct
ctccctagtg

agggattggc
aaggtaaacg

59

tgaagaagcc
tgttccctgg
tacacaagca
tgctcgtgct
gtgatacgat
acattcgcta
gccacgccat
ccaaagaggt
cctgctggga
tgtgcagcat
tctacggaat
tcaactgtta
tggctgcact
tcagacagcg
ctgtgggcat
gccctggggy
acaacctggt
aggttcgtta
cccatggcta
atgacctatc
gctcagagaa
ggctccttty
ggctctggga
tacccagtat
gcatggcaaa
taccagcagc
ctcctccaag

attatatgtg
ggccttgggt
actttaccag
ccttggtgat
agccctgcta
accctgcagc
tggctgttca
gtcccctctc
cttgttaaaa
gctgtgaaga
ttacttcctt
gccceccagat
ccagctctct
cccctaatga
ctggtctctg
atgcttggaa

cacggaagga
ctgtgccaag
ctcgaccgtg
gggcacagct
tcagcctggce
ctgggtgctg
gcacactgtg
ccggggcetct
ggaagggaat
cctgatccgc
cttcctgacc
cgtatcccgg
gtccetectce
atttgtcaaa
agtccagagc
aaaattcttc
caccgagcaa
tggccagaag
tcatagtgac
agtgtgaccc
gaaagacgtg
agccccgggt
tagtaagaga
acgaagcctt
agctggectg
ataccaaatg
gaagagctca

Ctcttgaatc
tgccettggce
cagcctcagce
gttgcaacct
gggagtcact
Tcctttacag
Ccccagccatt
gaaccctgac
Caaagaaagc
tgaaaataaa
tgctgactgc
ctctctctcece
tggcagggcc
gactgccaag
tattcactgg
ttgg
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<210> 16
<211> 1191
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

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

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

gctttctgac
ggctcactgt
attacgatga
gttatgatgc
tggcaactcc
acggtgaagc
accgggctct
tggagttaga
gccgacgacg
ggaccgtgtt
acccgtttta
gacccactga
tgcttaacat
gtaaaaggag
catctgctcc
tgtccaatgc
atggcagcca
tggctcagga
gtcccecggga
gtagcaaatc

<213> Homo sapiens

<400> 17

agcgccaaga
gaaatgggcg
gtcatcggca
gccgcagagt
ggctgcgaga
ctgcagatca
gtccgcatgg
aacggcggcc
ttccggcetgg
tttgaagtgg
taccgctgca
gagaaaacca
gtgatggagt
gagcagcccc
cagaaagcca
ttgaccgagg
gaggagaaga

Cccttcctacg
ggagccgaac
caggagaagg
ggtgaaaaag
acaccttcac
aaagccagca

gagaaagagc
actggagttt
gagtctggct
tcgtgtgggg
acgtctgcta
tcttcgtctce
aggagaagcg
cggaccaggg
aggggaccct
gcttcatcgt
gccggtggec
tcttcatcct
tgagccacct
tgggggagat
agggctatca
ttgggatggt
tcagcacagg

ctcaggtgag
ccgaggtgag
tggccgtgec
aagagccgca
tctgtccaga
gccgagcecag

ES 2749 374 T3

tcgectgcta
tctgattgtc
gcaaagcaaa
gtttgcacct
ctctgtgatg
agacaagaag
ggaagaaacg
aagtgataag
gattcgggaa
tgaggtgggt
tgtgtgcagc
aaagaccatc
ttgggagatyg
ggaacttgag
ccctggctat
taagatcgcc
tgaggagaac
acgcttggat
gaagdaaggcc
aggggatggg

acatatttct
cctggggaac
caccgtgctt
ggatgagcaa
cgacgaggcc
caccccgtec
caaaagccgc
cagcgtcaag
gctgaggacc
gggccactac
ctgccccaat
gttcatgttg
gggcctgaag
tcctgagaaa
gcttctagaa
ggagaccagc
acccctgggg

ggcacaagaa
agagaagaag
agagggggag
gtcggagaag
gctgacaaca
gtcagacgat

gaggagattc
ttccggatcg
tttgtgtgca
ctctcceatg
tacctgggct
gcagctcgga
gaggaggaca
gaaaataaag
gatgggctca
tttctgatag
agacttcctt
ttccttctga
cttcatttag
gatccgggtg
aacattgctg
tacaagcaaa
ctcccagcetg
ctggcagttc
aaagtggggt
aagaactctg

ccgtgggaca
atcttggagqg
ttcatcttcc
tccgacttcg
tttcccatct
ctgatgtacg
gacgaggagc
aagagcagdcg
tacatctgcc
ttcctgtacg
gtggtggact
tctgtggcect
gggatccggt
tccctccact
gaagagaaaa
ccactgcctg
gacttgtccc

gtggagggcyg
gaggaagcag
aaagtagaga
gtgtcaaagc
gatgatgcca
ctaaccgtat

60

acaaccattc
tccttacagce
acacagaaca
tacgcttctyg
atgctatcca
gcaagcccta
acgaagagga
agcagagcca
tgaaaatcta
ggcagtattt
gtcctcataa
taatgtatgy
ggtttgggac
cttataatta
tcaaaccaga
acaaggccaa
acctggaggc
aggcctacag
ccaaagctgg
tctggattta

ctccttgtat
aggtgaatga
ggatcctcat
tgtgcaacac
cccacattcg
tggggcacgc
tgggccagca
gcagcaaagg
acatcatctt
ggttccggat
gcttcgtgtc
ctgtgtccct
ctgccttgaa
ccattgctgt
tcgtttccca
ccaagccttt
ggggctacca

aggggccgcec
agaggctgac
cccccggagt
aagggctgcc
gacccctgag
ga

cacatttgtg
tgtaggagga
gccgggetgt
ggtgttccag
caagattgcc
‘tgcaatgegc
tcctatgatg
acccaaacct
tgtactgcag
tctgtatggce
gatagactgc
tgttacaggc
cattcgagac
tcctttcact
tcaaatccag
cacagcccad

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

tctgcagegg 11020

tcaccaaaac
gtccaacaaa
a

tggtgggtga
gcactccacc
ccttggcacg
ccagcagect
cctctgggtg
ggtgcactac
ggcggggact
cactaagaag
caagaccctc
cctgectetg
ccggceccacg
attcctcaac
gaggcctgta
ctcctccatce
ctatttcccc
caatcagttc
agagacactg

tgcagaggag
cacggaggag
ggataaggag
agctgagaag
caggctaagc

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

<213> Homo sapiens

<400> 18

atgggggaat
atgatcggaa
gtgggggaga
ggctgtaacc
ttccagatca
tcecgecaagce
cctgagtcca
gaagataaga
agtaaggaga
ctacgcactg
atccaagtgg
tatggcttta
gaatgttatg
agtggcatct
aagctggctg
gacctgccaa
gtgtga

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

ggaccatctt
ggatcctgtt
cggtgtacga
aggcctgcta
taatggtgtg
agcgagaacg
taggaggtcc
agttgcaaaa
cagagccaga
catcaaaatc
tgttccgaaa
gtgtcccagg
tgtcccggcec
gtgttgtgct
tgcgaggggc
gggtcagtgt

<213> Homo sapiens

<400> 19

cagggagttyg
aacaaacaaa
gcatatagaa
cccttcagaa
tgactaaata
ccactccacc
tctgggtgta
dgaacaacca
atactgggtt
attgtaccga
agaactggag
ttgtcagctg
ttatgtgata
ccttttatat
tataatcgac
atctatagcc
aaagattaaa
tgcaaacaag
gcgactccct
gtaccctagt
tgatgagaaa
tagtactagt
aatatttgga
agacagcaaa
tggagagaac
ttggaaaccg
gtcacctcct
tcecttcacaa
gctgtecttt
cgtagtgtcc

tggttgcaac
caaacaaaga
gtgacatatt
tggaagaatt
aacatggggg
atgattggaa
gcagctgaag
ggctgcagaa
ctgcaggtga
ctgagagttc
gaggtagagt
gagaaaagga
cacattttca
ggatttcact
tgttttgtct
actatttcac
agagggcttt
gcaaaacaaa
tctgcecectg
ttaaattcat
tgcattttgg
tgtagtcatt
aaagaactta
aggaactact
aacatgaggc
cggtggctta
aaaggtaacc
ggagattctc
gagccagggt
ctaacgaaca

ES 2749 374 T3

ggagaggctg
gactgtggtg
tgatgagcag
tgaccgggcec
tacccccagt
ccgctactct
tggaggaact
tgctattgtg
ttgtttagag
caagctcaga
tgccctggaa
gttgtatgag
aactgagaag
caacctggct
tcaggccaag
tcccaatttt

actgtactcc
aaaaacccca
gttatatttt
tatctgectc
actggaatct
agatctggct
atgtctggaa
atgtatgcta
tatttgtgtc
ttgaggaaga
ttgaaatgcc
aactaaataa
ctcgctctgt
tagagccgct
caagaccaac
ttttcttaaa
ggggaaaata
atgtagccaa
attataatct
cttctgtatt
atgaacagga
ttcaacacat
atggtaacca
actctagagg
agtcacccca
gagctacatg
tcaagggcca
aatcacttga
tggtcagaac
atctcattgg

ctagaagccg
gtgatcttcc
accatgtttg
ttccccatct
ctttgcttca
acagtcttcc

99999tgggg
aatggggtgc
gttaaggagc
aggcaggaag
attgggttcc
tgtaaccgct
actgtctttc
gaactcaacc
agaaagtcaa
ggcaggactc

cggtgcagca
ggatcctcat
tgtgcaacac
cccacatacg
tcacctactc
tagccctgga
gcagtggtgg
tgcagaacac
tgactccaca
gcatctcccy
tggttggcca
acccctgcat
tagtgttcat
acctgggatg
tctatgagat
agtccagtga

gcactccact
tgtggccatt
cctgcagcecc
ttactgggtc
tgtgcaccag
cagagacccc
gggcaaacga
agagaacacc
cccatcaggt
cttctacatt
atattttctc
caaggaggtg
gtttgctgta
gcgcaagatc
tcgtaacaag
ctctgcctat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

agcctgggea
cagctatcta
caccataggt
ttatttgatg
ccttggagat
caccatcctg
tgatgagcag
cgaccaggcc
ttcaccatcc
gaggcaaagg
tagggatcgg
agctccactc

ggttgaagtt
atttaagtgc
agaaaagaca
cattcttgaa
caagttgaag
ataccagagc
gttagtggaa
ccagccaaat
aactgtactt
cagttcaaac
gttaatggaa
tcaccgttct
aacagttttc
gggttcctct
gttcagaaag
cattccaaac
ctgtaataat

taggcgggtt

61

acagagggag
gggaaaaagt
ttgctttaag
tggatcagag
actctggagg
ttcatatttc
tctggettca
tttcctatct
ctggtctaca
atgaaagctc
aggagattgg
agaggaacct
ggattcatga
catggccacc
atattcctat
attttccacc
aaggaacata
acatctgcaa
aagcaaacac
cctgacaatc
tctaatgaga
aataacaaag
aaaagagaaa
attccaggtg
tccttgecag
acagaacatg
ggcacagtca
actgctgatt
cctgtttgtc
cccacagatc

actctgtctc
aaagcaacca
aaatagtgct
ctaagatggc
aagttcacat
gaatgcttgt
tctgcaatac
ccctcattag
tgggccatgc
agttaagagt
agcaagagct
tgctttgcac
ttggacagta
cgtgtccaaa
tatttatgca
taggttttaa
atgaattcca
attcactgaa
acactgcagt
atagtgtaaa
tttccacact
acactcataa
ctgaaggcaa
ttgctataga
ctaactgcga
aaaaccgggyg
gaacccttcc
ctttgggagg
ctccaaatca
ttcagatcta

966

60
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420
480
240
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aacagcggtt ggcttttaga cattatatat attatcagag aagtagccta gtggtcgtgg 1860
1901

ES 2749 374 T3

ggcacagaaa aaatagatag gggcagctct aaagaccagce t

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

<213> Homo sapiens

<400> 20

atgagctgga
ggcaaggtgt
gaggccatct
gacaacgtct
attgtggtca
cgtgcgtctg
ccccgagegce
gaggagccca
ggcgecggcg
gctgacdggca
atccagcggg
gaggtggcct
ccctgcagec
aagacggtct
tgtgagatgg
cccceggect
gccgetgget
cgggcgcatg
gctggggacc
cccceccagag
ggggagcagg
gagaagggca

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

gcttecctgac
ggctcacggt
actcggacga
gctatgacgc
tcteccacgcec
agcaggagcg
acctgccgec
tgctgggcect

daggaagcgga

aggcggcagg

agggcctgat
tcctggtagg
gccagccctg
tcctgetggt
cccacctggg
ccgeececege
tggcctgecc
accagaacct
gcgaccggga
caggcgcccce

gccggeecgg
gtgccagcag

<213> Homo sapiens

<400> 21

gcggetgetg
gctggtggtc
gcaggccaag
cttcgcgecc
ctcggtcatg
gcgccgegcec
cccgcacgec
gggcgaggag
ggaggcaggc
gacccegggce
gcgegtgtac
ccagtacctg
cccgeacgtg
tatgtacgtg
cttgggcagce
ccccgegecy
gcccgactac
ggcaaacctg
cagttcgcceg
cgcgtcccgg
cacccacgag
cagggacggg

gaggagatcc
ttccgeateg
ttcacttgca
ctgtcgcacg
tacctgggct
ctcecgeegec
ggctggectg
gaggaggagg
gcggaggagg
ccgaccgggc

gtggcccagc’

ctgtacggcet
gtggactgct
gtcagctgec
gcgcaggacg
cggecceccge
agcctggtgg
gccctgcagg
tgcgtcggec
acgggcagtg
cggccaggag
aagaccaccg

62

acaaccactc
tgctgacggc
acacgcggca
tgcgcttctg
acgccgtgca
gcccggggec
agcccgccga
aggagacggg
cgtgcactaa
aacacgatgg
tggtggccag
tcgaggtgcg
tcgtgtcgcg
tgtgcctgct
€ggtgcgcygg
cctgcgcectt
tgcgggcggc
cgctgcgcga
tcecetgeggce
ctacctctgc
ccaagcccag
tgtggatctg

caccttcgtyg
tgtgggcggce
gccaggctge
ggtcttccag
ccgcctggcec
acgccgcegceg
cctgggcgag
ggcagccgag
ggcggtcggce
gcggaggcgc
ggcagctttc
accgttcttt
ccctactgaa
gctcaacctc
ccgeegeggce
ccctgeggceg
cgagcgcdact
€ggggcagceg
ctcccgggygyg
gggcactgtc
ggctggctcc
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1311
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agacattctc
gaggcaggat
ctgccattgg
tggctgcaga
ctggctgcaa
ccctgcaget
agcaacacat
aggaggtgaa
gcgtggtgtt
ctggctatgce
actgcttegt
ctggcatctg
cccgecgage
gcctctcacc
ccctgaaaga
accgctgcetce
gccctgggeg
actcgatcaa
gagctggagg
tgggctgecc
ggtacaagag
gctgtcagat
agagggcagg
ggaggaatag
gggagagaga
agtccccaag
aaaaaaaaaa

<210> 22
<211> 2263
<212> ADN

tgggaaaggg
gaactggaca

ccgagtatgg
gagtgtgtgg
cagcgtttgc
catcctagtt
agagaagaaa
gaggcacaag
ccggctgttg
catggtgcgg
gtcccgeecc
catcatcctc
ccagcgceegce
tgaatacaag
catactgcgc
ggcctgctga
agcccctect
aaccttcctt
ggtggggage
Ttgttgccty
atgggatgct
accctgtttc
ggtgctgtgg
tgcttgctgg
agcaggcaga
gcctctetet
aaaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 22

ES 2749 374 T3

cagcagcagc
ggtttgtaca
ctctcggtca
ggtgatgaga
tatgaccaat
tccaccccag
atgctacggc
gtccacatct
tttgaggccg
ctggtcaagt
accgagaaaa
aatgtggccg
tccaatccac
cagaatgaga
cgcagccecctg
tgccacatac
tctcccctge
ccctggctac
tagaggccac
cacccttccc
ccgacagcgt
tggagtcaca
acatgtgggt
ccacaaggaa
taagttggag
gcctgaaatg
aaaaaaaa

caggtgtggc
ccttgctcag
tcttcatctt
aatcttcctt
tcttccccat
ctctectegt
ttgagggcca
cagggacact
tcttcatgta
gcgacgtcta
ccgtecttcac
aggtggtgta
cttcccgceaa
tcaacaagct
gcaccggggc
caggcaacct
cggtgcacag
ttcececttect
ctatgccagt
tctteccctct
ctccaattat
tcagtgagga
ggagaaggga
adaggaggadgg
caggggttgg
ttacacatta

63

agtgacaggg
tggcgtgaac
cagaatcatg
catctgcaac
ctccecatgtg
ggccatgcac
tggggacccc
gtggtggacc
tgtcttttat
ccectgeecc
cgtcttcatg
cctcatcatc
gggctegggce
gctgagtgag
tgggctggct
cccatcccac
gcctectgect
cccggggcect
gctcaaggtt
ccctctctct
gaaactaatc
gggatgtggg
gggtggccag
tgtctggggt
tcaaggccac
aacaggattt

aggtgtgaat
cggcattcta
gtgctggtgg
acactccagc
cggctgtggt
gtggctcacc
ctacacctgg
tatgtcatca
ctgctctacc
aacacagtgg
ctagctgect
cgggcctgty
ttcggecacce
caggatggct
gaaaagagcg
cccegaccct
gctggggatt
tccttttgag
actgggagtg
gggaccactg
ttaaccctgt
taagaggagc
cactagtaaa
gagggagtta
ctctgectct
tacagcaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1588
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cggagcccct
gagaccccaa
aaccgcccag
aaacactcca
atcctegttg
accctgeagc
cggctatggg
gtggcctacc
tttaaggaca
acctacacaa
tatgtcatgt
cccaacactg
atgattgcag
attagatatt
taagaaatag
gccagcattt
dcctcaggtg
aggcctaatt
aggctgttag
ttgtttcttt
tttgggtgtc
ttctttcatt
aactctgtta
agatgttctg
aatggtatgt
tttgcagcac
ttgtagcctc
tggcctcatg
ccaactacta
agccagcatc
accatttaat
agatttggaa
aagtttagttt
tgtgaaaaga
acctgaatat
gtgagggtaa
aagaatagct
taaaacatta

cggcggcegec
cgccgagacc
agtagaagat
ccagcattygg
tggctgcaaa
caggctgcaa
ccctgcagcet
ggagacatga
tcgaggagat
gcagcatctt
acgacggctt
tggactgctt
tgtctggaat
gttctgggaa
acagcatgag
cccaacacaa
aaactccaga
ctatgcctgt
gggttattgg
ctctgaggac
ctcctggggt
tgctttggaa
cactttttgg
gataccatta
cattcgctac
agctgagagg
aatcgagtga
tcaaatattt
cctgtaatga
ggaaagaacg
ggggaggaca
agactggact
gcttacccct
atagaagcta
tgccattatg
gtattttcct
ttaatgatat
aaatataatc

ES 2749 374 T3

cggcccagga
cccgececcgg
ggattggggc
aaagatctgg
ggaggtgtgg
gaacgtgtgc
gatcttcgtg
gaagaagagyg
caaaacccag
cttccgggtc
ctccatgcag
tgtgtcccgyg
ttgcatcctg
gtcaaaaaag
agggatgagg
agattctgac
tgccacaatg
cttaattttc
tgtaaggtac
aagagaaaaa
tctttttgcc
gttttaatct
aagtgaaaac
tatgttcccc
tatgatttaa
ctgtctgttyg
gacagactag
agatgtaatt
caggcctgtc
ctgatttaaa
aaatggggca
ctaaattctyg
tcagcctcca
aggtttagat
cttgacatgg
gttgtcaaga
gcttgtaact
tctataataa

cccgectagg
cceegecgceg
acgctgcaga
ctcaccgtcc
ggagatgagc
tacgatcact
tccacgcecag
aagttcatca
aaggtccgca
atcttcgaag
cggctggtga
cccacggaga
ctgaatgtca
ccagtttaac
caacccgtgc
cttaaatgca
gagctctgct
tttcacttaa
tttcatattt
agccaggttc
aactttcccc
ctaacagtgg
tttgtagtat
ctgtttcaga
tttgaaatat
tattcattgt
aagttcctag
ttgtgtaaga
caacacatct
gaggtcgctt
ggggagggag
ttgattaaag
attttttaag
daatattgag
tttccaaaaa
atagcattgt
aaaataattt
aaaaaaaaaa

agcgcaggag
cttecctcecg
cgatcctggg
tcttcatttt
aggccgactt
acttccccat
cgctcctagt
agggggagat
tcgaaggctc
ccgcecttcat
agtgcaacgc
agactgtctt
ctgaattgtg
gcattgccca
tcagctgtca
accatttgaa
cccctaaagc
gttagttcca
taaacagagg
cacagaggac
acgttaaagg
acaaagttac
gataggttat
ggctcagatt
ggtcttttgg
ggtcatagca
tgatggctta
aatacagact
cccttttcca
gggaatttta
aagtttctgt
atgagctttg
tgaaaatata
cagatctata
atggtactcc
daaagcattt
tgtaatgtat
daa

ccccagcgcea
acgcagagca
gggtgtgaac
tcgcattatg
tgtctgcaac
ctcccacatc
ggccatgcac
aaagagtgaa
cctgtggtgg
gtacgtcttc
ctggccttgt
cacagtgttc
ttatttgcta
gttgttagat
aggctcagtc
acccctgtag
ctcaaaacaa
ctgagacccc
atatcggcat
acagagaagg
tgaacattgg
cagtgcctta
tttgatgtaa
gtaatatgta
ttatgaatac
cctaacaaca
tgatagcaaa
dggatgtacca
tgactgtggt
ttgacacagt
cgttaaaaac
tctacttcaa
actaataaca
ggaagattga
acatacttca
tgtaataata
caaatacatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2263

<210> 23

<211> 2220

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

50

55

60

65

gaacttcttt
ccceccaccee
cgcaccggga
ggggaccggg
ctgattgcag
tgatctcatt
ctgaggaagc
tggcagcgtce
gtgcccgecg
gggccccggg
ccccecaccag
tactccacag
tacgtggtgg
aagcagcccg
ctctgggecc
gcctaccgtg
ctgtacgaca

cctggcacag
agctctccaa

gggggggctc
ctgggccgga
tcggacctge

ggagccttcy
ggaggctcag
gggtctagga
tctgtgtgca
gacgcggggt
gcgccatgga
cgttcgggcg
ctgcagagcg
gctgcaccaa
tgcagctcat
aggagcggga
acgcaggcaa

gactcactgt
agcccaccgg
ccaggggtgc
agcgggcacyg
cgccgceggea
gacagcccag
acgggccacc
gccggcetecce
ccactgctga
caggccaccg
ctggaagaca
catctggctg
cgtgtggggg
cgtctgctac
cttcgtcaca
gcgecggeac
gaagcacgga

gceccttecce
cctcecctgga
cccacgceacg
gtactcgcgg
cttaacagtt
cccatggceca
agcccctecg
tcctgetecc
gcccagcetcc
cgttggccag
ctccaggecc
tccgtggtgt
gatgagcaga
gacaactact
tgcccctege
cgccagaaac

ggcctgtggt

64

gctgtgggta
ggccgaggtc
gtcaaggtcc
caaactagcg
tgcagagtgc
ccgatgcccc
gaggctggcc
tcctecgegc
ggcgecceccteg
gccactgcad
tactgagcgg
tcgtctteccg
aggactttga
tccccatctce
tgctggtcat
acggggacca
ggacctacct

caaggtctgc
gacggcccgt
cgcgccaagc
tgggcgagtc
ttcecegeccc
catttcacgc
cgggagcgcec
cgcccggggt
cctctgctgt
gtaggcacgg
tgtgaacaag
ggtgctggta
ctgcaacacc
caacatccgc
cctgcacgtg
gtgcgccaad
gttcagcctc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
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atcttcaagc
ttcaatatgc
tgctacattg
gcecgtctgea
cgaggcctgce
gcttccacct
ggcaataaca
ggtggggcaa
cctacagggg
agatattttt
agtgccagcc
gcaaggggcc
agggatgatc
ccaagcagac
tgggctagcec
ctgcagtgga
ctagaggttc
tctttcccca
aactgtgctc
gctgatagaa

<400> 24

caaggctccc
acccaggaca
aagtactcca
gtgtacgtgg
accaagcagc
cgcctctyggg
gtggcctacc
tccetgtacg
ctcatcttca
gattatgaca
tgttacatct
gccatctgca
gagatcttcg
ccaccatatg
gctgggtcygy
atcaacaggt
tgccgtagcea
aatgtgggag
atagctactg
ttttcccagt
aaaaaaaaaa

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

tcatcattga
cgcgectggt
cccgacctac
tcgtactcac

acaaggacaa-

gccgctgcca
agctgcaggc
catgcgggct
ctgagtgacc
tgacactggg
ctcaaaggac
acttagggca
aggagaggct
acaacagcag
tcagcagacc
gaggaggtct
tggagatacc
aatcctactc
aggctggtgc
catcctcaag

aaggcctgag
cagccagcat
cagtgctgag
tggcagcgga
ccggctgecce
ccctacaget
gcgaggaacg
acaacctgag
aggccgccgt
tgccccgegt
cccggeccac
tcctgctcaa
gccccaggca
tcctctccca
ccccagtgga
cccccccaca
gggtggtgag
gttgggggta
gggattttgt
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 25

ES 2749 374 T3

gttcctcttc
gcagtgtgcc
cgagaagaaa
catctgtgag

gcctcgaggg

ccacaagctg
ttcagcaccc
gccaatggga
ccactctgag
aactgggctg
atagactttg
ctgctagcag
tccctgagga
cacagaggtc
taaggcatct
tccagcagea
cagaggtccc
cctcagcectce
cagcctttca
acagtttcct

tgggcaggta
gaactgggca
ccgcatctgg
ggaggtgtgg
caacgtctgc
catcctggtc
cgagcgcaag
caagaagcgg
ggatgctggc
ggtggectgce
ggagaagaag
cctcagtgaa
ccggeggect
gggagggcac
tgcaggtggg
tgaggccacc
gagggtggct
gtttggtccc
atatggcaac
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

ctctacctgc
aacgtggccc
atcttcacct
ctctgctacc
ggttgcagcc
gtggaggctyg
aacctgaccc
catgcagggc
ttcactaagt
tctagccggg
daacaagcga
ggcttcaacc
cataatgtgt
tggaggccac
ctactccctc
gcaggtctgg
ccaggtcatc
aggcagtggt
gaccctgctc
tgaaatcaat

gcacccaggt
tttctgcagg
ctgtctgtygg
gacgatgagc
tatgacgagt
acgtgcccct
caccacctga
ggcggactgt
ttcctctata
tccgtggage
gtcttcacct
gtcttctacc
cggtgccggg
cctgaggatg
tatccataac
caggaaaaaa
gtgggggctc
tgggtcctga
agtatatgtc
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

65

tgcacactct
cctgccccaa
acttcatggt
tcatctgcca
cctcgtcctc
gggaggtgga
ccatctgacc
ggtgtggcag
tatgcaactt
tataggtaac
attaactatc
aggaagggat
aagagaggtg
acaaaaagtg
cagaggagcc
agggctgaga
acttggctca
gctccecatcect
ccagggactt
aaatactgtg

atagaccttc
gcctgcetgag
tgttcatctt
agaaggactt
tcttcceegt
cactgctcgt
aacacgggcc
ggtggacgta
tcttccaccg
cttgccecca
acttcatggt
tggtgggcaa
aatgcctacc
ggaactctgt
ctgcgagatc
ggcaggggca
aggaagctcg
gcctcagggg
aaacctctta
aaaaaaaaaa
aaa

ctggcatggce
catcgtggac
gggcgcctcc
cagggtcctg
cgccagccga
tccagaccca
acagggcagg
gtggagaggt
tcgttttggc
ccacaggccc
tacgctgcct
caacccagga
agaagtgctc
atgctcgccc
gcccagattc
atgaacctga
gtggaagccc
tcctecccac
gggtggatgc
ttttataaaa

cacgtgcagc
tggcgtgaac
tcgtgtygctyg
tgtctgcaac
gtcccacgtg
ggtcatgcac
caatgccccg
cttgctgagc
cctctacaag
cactgtggac
gaccacagct
gaggtgcatg
cgatacgtgc
cctaatgaad
agcagataag
gtggcatcct
cccaggggcc
agggaggtrtg
ttaaatatga
daaaaaaaaa

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
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360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1243
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atgaaattca
aggagtagtc
gggactcctg
ggtcttcatc
ccacaaggac
gttcttccct
ctcactgctc
agcccatggg
ctggtggaca
tgtgttccac
tccatgtcce
cctcttcatg

cctggtgagc
aggtcatcac
cctcatcttt
tgtgaagaaa
gdggaggctc
taggggcagg
cagccacctg
ttccttttet
tcatagaaga
aaaagtcaac

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

agctgcttgc
actcagtagc
agtggggtca
ttcecgegtgce
ttcgactgca
gtgtcccatg
gtggtcatgc
gagaacagtg
tatgtctgca
tcattctacc
aatatagtgg
gtggccacag

aagagatgcc
ccccacggta
ctgggctcag
accatcttgt
tagcatctct
caagagagag
ccccageteg
agaatggaaa
acacacatgc
tcatttgcty

<213> Homo sapiens

<400> 26

ctgggaagac
caggcgacat
ggcttctaqg
tgcectcatt
ccagcgcaat
ccagcatcgg
tggctgecca
cgggatgcaa
ccctccaget
acaggcacga
tagaggacat
gcagcatctt
acaatgggta
ttgactgctt
cgtctgtgat
gttttaggag
agagtaagca
gtttcccaag
tctccagaag
ctttcataat
caacgtaatc
tgcagtcact
aaatttatat
aaaagatatt
ttttataatg
ccacaagtat
gtctgttggc
aatatatttt
aactcatccg
agctcgtccc
daaaa

gctggtcagt
cctcactgac
cactccagtg
ctttgggtct

ggattggggg
gaaggtgtgg
ggaagtgtgg
aaatgtgtgc
gatcttcgtc
aaccactcgc
taaaaagcag
tttccgaatc
ccacctgccc
tatttctagg
ttgcatgctg
atcaaagaga
gaatgaaatg
ctaaacattt
gcaataccaa
aaatagacac
aaatatgtgg
ttgacaggtt
aactgttgtt
tttataggct
actggtcttc
ctaaatttgg
aaatttgtga
tactgctttc
tttgccaatc
cattgcttaa
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tgagtcctat
agctgacgcg
acaagtactc
tggtgtacct
atactcgcca
tgcgcectctg
acgtggccta
ggcgcctcta
gcctagtgtt
ccaaatatat
actgcttcat
ctgccatctg

acgagtgect
ccacctcttc
acagtcatcc
gaggggctgce
cataggtgca
gattcagacg
acggcactgg
tagtgagggc
gggcaccttc
gaaaaaaaaa

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

tgccggetge
tgggtccacc
cacagccttt
ggtgacggcc
gcceggetgce
ggccctgeag
ccgggaggtt
cctgaacccc
caaggcgagc
cctccctect
ctccaagecc
catcctgctc

ggcagcaagg
ctgcaaacaa
tcctectctta
ctggactggt
acctgagagt
ctctgggagc
gccagttccc
caatgcccag
atcgtgtgtg
aaaaaaaaa

cactggttgt
ttgacattcg
aggaggtctg
cagtcgttgg
ctttcatcgg
tctttatttt
aagaggactt
ttttceccggt
cgctgctggt
gaggagagaa
tagaggggtc
cagcctttat
aatgtgggat
agaccgtgtt
cagagttgtg
aaaaaaatca
tttcagatag
tgtagctgcg
ccttctgtag
tttttgtagg
aaaacaagag
ggactctctg
atttatccag
tagttctgac
aaaacatgcg
gggtctatct
tacgcttaag
cggaacagtg
actgaaatgt
daaaaaaaaa
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tgggagccag
atgaactgga
gggcgcatct
gagcgtgtgt
tccaacgtct
cttatcctgg
caggagaaga
ggcaagaagc
gtggacatcg
gtggtcaagt
tcagagaaga
aacctcgtgg

aaagctcaag
gacgacctcc
ccagaccgcec
ctggcaggtt
gggggagcta
cagttcctag
cctetgetcet

ggttggaggg
gcccactgtc

tttttaaaca
tatcatcact
aaaccctcgc
aaacaggact
gggtgtcaac
ccgagtcatg
cgtctgcaac
gtcccacatc
ggccatgcat
gaggaatgat
gctgtggtgg
gtatgtgttt
tgacccctgc
taccattttt
ctacctgctg
ccccaatcat
tggtcaaaat
tcataaggag
cctgaagagt
atacttgctc
actgcttgac
acaaagtggg
gaattgatac
tttgaattta
atgttagttt
tgtaaatatt
gtggaaagtg
tggaagcaga
ggatgtgatt
aadaaaaaaa

gagagccctg
gtatctttga
ggctgtctct
ggagtgatga
gctttgatga
tgacatgccc
ggcaccgaga
ggggtgggct
cctttctcta
gccacgcaga
acattttcac
agctcatcta

ccatgtgcac
tttcgggtga
cccgagacca
gggcctggat
agccatgagg
tcctcaactc
gcagctcggt
aggagggcgt
agaacttaat

aattctgata
gtgcaccatt
agagggatct
cagggataaa
aaacactcca
atcctcgtgg
acactgcaac
cggctgtggg
gtggcctact
ttcaaagaca
acgtacacca
tacttccttt
cccaaccttg
atgatttctg
ctgaaagtgt
gccctaaagg
gcaatcacag
acttctgtct
ttgtaaatga
cattcataca
aaaggagcat
tactttctga
ttttattagg
tataaagtat
tagaattaca
gttttgcatt
ttcattgcac
aggctttttt
gcctcaataa
aaaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1299

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1805
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<210> 27

<211> 2094

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

10

15

20

25

30

35

40

45

aaatgaaaga
tctgacaccc
ggggcgtgtg
ggaggcacag
gtaggagggc
ctctgtacca
gtgggccaag
aaattgggtc
aagggcaccg
ctccaaggtc

tcagggggtg
agaaggtaac

ttcatactgg
agagaaggtc
ccccatcccce
actcgctgct
tcatgctgat
agcaagagga
gcgccttccc
cccecggtgcet
aggcggcgygc
gcgcccgcecy
tgaccttcct
gcgccggtcc
ccgtcttcgt
agctgggcca
accgtgcaca
tcacttggga
agacagagdct
gctctectecce
tgaaggtgtc
caccatctct
tggggctgtg
tgtgtgtcag
atgtagtttc

gggagcagga
cagtcccggc
gggacctgtg

gaggccagyag
agggacacct

gcecececcacc
aaaggagtgg
tagcgtctcg
ctgggtttcc
cttcctaaga
cggctaaaat
ccatagctga

tctcatcgct
caacggaccc
tgactccecg
ggacgccgtg
cttccgcatc
gttcgtgtgce
ggtctcccac
gttcgtcgtc
gcagtgcgcc
cgcgcgccge
gggcggccag
gccctgeccg
gctcttctat
cctgctctgg
cgaagaggcg
agaaaacaga
ggatgcccct
cttccatggce
cccaggccta
ctgatgacag
ccgctgtttt
aagatgttca
aagtttttca

ggcgceggtce
cccagggtga
taagtgtggg
aggagggaga
ccgacaaaggd
ctgagaggag
tctecgctgec
ggttcgaggc
gcttccgaaa
atctgggatc
gcaaatgggg
gcgtcgectg

aaacccgggce
caccccgata
cccegegtec
cagctgcagt
ctggtgctgg
aacacgctgce
taccgcttct
tactccatgc
ccecggactge
tgctacctgce
gcgctgetct
cacacggtcg
ttcgcggtgg
aagggccgec
cagaagctgce
caccttcaag
cgcttccgta
acgtagtatg
caccactgcc
ttctgtgtec
ccagatgtat
agatcagcat
ttagccgcat

ccagccacct
gtggggttygg
gtggggagga
agcctggtgce
accctgtgag
ttcactgcag
tctgccactc
tccactcttc
ccaggcaagt
tggaggatcc
gatcctcccc
ctccectegg

ctctcctacce
ggcttggaag
ccagcgccat
cgccgctegt
ccacggtggg
agccgggctg
ggctcttcca
accgggcagg
ccgaggccca
tgagcgtggce
acggcttccg
actgcttcgt
ggctgctgtc
cgcgegecgg
tcececgecgec
gagagggctc
gggaaagcac
tgctcagtaa
atgcccgaac
acaacccaga
tcattcaaca
catccgatgd
taaaaaagta

cccaaggtcc
gtggcggrtt
tctcaggaga
cgcactccca
agttatgaaa
taaaaatggt
ccactcctcc
ccacagcatc
caggggctgg
cagggtcgaa
agcacccatc
gcccteeegt

tcacgactca
gggcaggggt
gggggagtgg
gggccgectc
cggcgecgty
tcgccagacce
catcctgcetg
caaggaggcg
gtgcgegecg
gctgcgectg
cgtggccccg
gagccggcecc
ggcgctgctc
ggagcgtgac
gccgccgeca
ccctggtagce
ttctcctgea
atatgtgttg
actatccatg
ccccteccaca
aatatttgta
aaatagcata
aaaggaaaca

ctggctcagce
aggggcacca
tgtggaggct
ccacgctggg
gcggagttge
gagagaaatg
catgggcacc
cttgacagct
tccagctgat
cggagacggc
ggtcccaaag
ggccctccgt

ccctgaagtc
ccctgacttg
gcgttcctgg
tggctggtgg
ttcgaggacg
tgctacgacc
ctctcggegce
ggcggcgcty
tgcgeccctgc
ctggccgagc
cacttcgcgt
accgagaaga
agcgtagccg
aaccgctgca
cctattgttyg
ccccaccccea
ggatggcatt
gatgagaaac
ctatggtggg
caaacccaga
gggtacctac
tgagccatgt
aatg ’

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2094

<210> 28

<211> 840

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28

55

60

65

67
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atgtgtggca
gggcgectct
cctggagtct
aaggctgcct
gtcatcttgg

tggcactggg
ggcaacacag

ctgggggctc
ttccagatgce
aatctgtccc
ttctgtctct
acctggaagc
cacaagaaag
gttccaggaa

ggttcctgcg
tgcttcccgt
atggtgatga
gcttcgatgc
tggctgtacc
aattatcagg
atgtcccagg
ggcttgtcct
ccagctcctt
gccecctctga
tgtttacttt
acaaatcttc
caaccgatag
gaagcttagc

<210> 29

<211> 672

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29

atgagttgga
ggatggattt
gagcacatgt
aaaaatgtgt
ctgataatgg
agagagaaaa
tggtacgctt
ttattttata
ccttgtccca
ctcttcttyg
ttggttctca
ctcagtgtgt

tgttcctcag
ggctggctgt
ggaaagatga
gttttgatga
tctccacacc
ggcacagaaa
atcttatcag
agctatatga
acactgtgga
tcatcacctc
agtgctttat

ga

<210> 30

<211> 1113

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30

tggacttgct
tctggttcgt
tctaccagga
tttgctacga
gcgtcctcect
ccgegetggg
gccecgceggcec
tcatccacct
tctttggatt
tggactgcta
tcagcgcegct
tgcgcaggag
gccacgcgga
cgcceccggyg
tgtcagggca
aaaagctggg

atggaaggcg
gtaggaaagc
gggcgacccg
tgcgccaatg
cagggcgtgt
gccacgcetcg
cagagacgct
gccggctaca
cactactttc
acgggcgtgg
ctctgggegg
€ggcggcgga
ggagcctcag
ggggcaccgg
acatccaggg
tccgecageg
gaccccaggg gctcaggatc
cccecttecct gcagcagect
cacctgagag ccaggaagtc
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gcggctgcetg
gctcctggga
gcagagtgaa
cttccacccc
cagcgccctc
aaaggggaag
ggctggaagc
ggagggggca
tgcatgtcgce
gaagaccatt
tttggagctt
ctcttctaaa
cctcccagtg
ccaggaaaaa

agatctcctg
cgtgtttgtc
gcagaaagag
cttcttcecc
ttcacttctg
gaaactctat
cctcattgtt
tggctttagt
ctgcttcatc
atgcttgtgt
taagtgctgt

agggtttctc
cctcacgatg
cgagcaggagd
cgtcttctcc
cccctecgcec
cccecegecgce
attcggggag
cctccteccyg
cctggececg
cgtgtcgcdg
gtcttttctg
gccgggaccc
gggacgccgg
tacacgcgcc
cacgaagatt
cagacagccc
cgaggagcag
gcagccccct
tgagtggagtg

atcatcacat
ctgctgcgga
aggtttgtct
cccgtgtctc
gtcttcagcg
tgcccegacc
cgcggcggcc
accctgctgg
aagaagttcc
cccacagaga
ctgggcceteg
cccacaagcc
actgacgagg
dgaggggagg
ccggatgagg
€ggggcaggc
ccctcagcag
gacccgcectg
tga

gcggaggaga
Ttccgecttg
ttcgtgtgtc
ctctecececge
tatatgggtt
gaggaggaga
ctcaggctgc
gccctggggt
cgagaacctt
ttcctaaaga
gtgcttctgg
tacttcctaa
gtggaaacca
caaagaccag

agtggagtaa
ttccgtttgce
tttgagtgca
atttcccaag
gtggttttac
gtcagcccag
aaaactggtt
gttccctacc
tccaaaccca
attgtgttga
ctccaaaaat

68

taaactgcaa
tgctggtgat
gcaacacgct
acctgcggtt
tctatgtect
ccecgggagec
tccaggtgcec
aggcagcctt
cttgcacgcg
agtccctgcet
ccgacctggt
cctccatcecg
agggtgggcyg
gggctggcag
atgagagtga
cccaccgaga
cccccagecg
ccagctccag

gccggcgcetc
tgctgctggc
acacccagca
tgcgtttctg
tcactctgta
ccctgatcca
tctgggcetta
tgcagtacca
gccttggtag
ccatgtttgg
gtttggggag
cttcagagag
aagagcaatt
ttggacccag

ataaatactc
tggtctacat
acagtagaca
tcagactttg
atgtagccta
gtacaatgga
ttgaaattgg
ttataaagtg
ctgagaagac
atttcattga
atttaaaaaa

cgtgaccatg
tgtcttggceg
gcagccggga
ctggctgatc
gcaccgagga
ggcctccggg
cgacttttcg
cggggccttg
ccctcegtgce
gatgctgttc
ctgcagcctg
gaagcagagc
ggaggaagag
ccccaggegt
g
ggccgeccag
cctggccgeg
tggtgctcec

cacccccgtg
tgccagtggg
gccgggetge
ggtcttccag
tcacgtgatc
gggacgggagd
tgtggctcag
cctgtatggg
tataacctgc
agtcagcggt
atggtggagg
caccagaaga
tcaagaagca
agatgcctga

cactgggact
ggtggcagca
gcceggttgc
dggccttacaa
tcatgagggt
tgggggccta
cttccttgtt
tgatttgaag
gatcttcatc
actgagtttt
acctcaagtc

gtgacatcc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
672

60
120
180
240
300
360
420
480
240
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1113
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<210> 31
<211> 1632
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31

atgggggact
gtggggaaaa
gctgaggatg
tgcaacaata
cagatcatct
agggcctttg
ccagatcttg
cagaagagga
atcttgacca
tttcaaatgc
tttgtatcca
atttccttgt
acactttata
ttgaagaaat
tctccacttc
accatgtggc
gactggtctg
gctggcagtg
cagaatacaa
tttgcagtag
gatcttcata
gacagatctc
cgacatctgc
cctcactggg
gtaagacagg
tttectttttc

gatggagggg
ttcaattcat

<210> 32
<211> 31
<212> ADN

ggaacttatt
tctggctgac
tctgggatga
tctgttatga
ttgtgtcttc
agaaagacag
acttggagga
tccataaagt
gatctgtgct
acccccttta
ggcccactga
tactcaatat
agaaatccag
attctgtggc
aagctaacaa
aaatcccaca
agaaggatca
ctggaaatca
tgtctcagtc
gaacctggga
gtcactgcag
gcccaggceag
acagtgactc
aaaacagccc
cagccctacc
ctttctttct
gagattattt
aa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2749 374 T3

gggtggcatc
catcctcttc

tgaacagtca
tgatgcattc
tcecttetttg
gcagaggaaa
gcagcaaaga
ccctctgaaa
ggaagtagga
caaatgcact
gaagacaatt
actggaaata
cagtgagggc
ccagcagtgt
tcaacagcaa
gccaaggcaa
gcatagcgga
gcacctggga
ctggctaggt
gcagtcccag
agacagtgaa
‘tcgcaaggcec
aggaagctct
ctcacctctg
gatcatggaa

tcctggggtg
atggagagat

ctagaggaag
atcttccgaa
gcatttgcct
cctatctctt
gtctatatgg
aagtcacacc
atagataggg
ggatgtctgc
ttcatgatag
caacctcctt
ttcatgcttt
tttcatctag
attgaggatg
atgatttgct
gtcattcgag
cttgaagtag
cagctccatg
cagcaatcag
acaactacgg
gacccagaac
ggcagcatga
agctttectgt
ggttctcgga
ccttcagtca
ctatcacaag
tgtatgtatg
aaaattattc

< 223 > Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 32

ccaaggcagg ctagctacaa cgatccagtc a

<210> 33
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

31

<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 33

ccgtgggagg ctagctacaa cgagtgagag g 31

<210> 34
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

69

ttcactccca
tgctggtact
gcaacacccg
tgatcaggtt
gccatgcact
ttagagccca
aactgaggag
tgcgtactta
gccaatatat
gccccaatgce
ttatgcacag
gcatcagaaa
aaacaggccc
cttcattgcc
ttaatgtgcc
acccttccaa
ttcacagcce
accattcctc
ctcctagaaa
cctcaggtga
gagagagtgg
ccagattgtt
atagctcctg
ctgggcacag
agctgttcca
tttgtgttga
attcgataca

ctcaaccata
tcgtgtggcet
gcagccaggt
ctgggtttta
ttataggctc
gatggagaat
gttagaggag
tgtcttacac
tctctatggg
ggtggattgc
cattgcagcc
aattatgagg
tccattccat
tgaaagaatc
aaagtctaaa
tgggaaaaag
gtgtccctygg
atttggcctg
ctgtccatcc
gcctctcaca
ggtctggata
gtctgaaaag
cttggatttt
aacatcaatg
ttctggatgc
cagagaggca
ttcagttaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1632
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<400> 34
ccgtgggagg ctaactacaa cgagtgagag g 31

<210> 35

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 35
agtcttttgg gctagctaca acgatgggct ca 32

<210> 36

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 36
tttggagagg ctagctacaa cgaccgcagt ¢31

<210> 37

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 37
tttggagagg ctaactacaa cgaccgcagt ¢31

<210> 38

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 38
acgaggaagg ctagctacaa cgatgtttct g 31

<210> 39

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 39
ttgcggeggce tagctacaac gacgaggaat 30

<210> 40

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

70
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<400> 40
ccatgcgagg ctagctacaa cgatttgctc t 31

<210> 41

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 41
ttggtccagg ctagctacaa cgagatggct a 31

<210> 42

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 42
gtaattgcgg caggaggaat tgtttctgtc 30

<210> 43
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 43
gacagaaaca attcctcctg ccgcaattac 30

<210> 44

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 44
ccaaggcact ccagtcac 18

<210> 45

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 45
tccgtgggac gtgagagga 19

<210> 46

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético
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<400> 46
agtcttttga tgggctca 18

<210> 47

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 47
ttttggagat ccgcagtct 19

<210> 48

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN

<400> 48
cacgaggaat tgtttctgt 19

<210> 49

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 49
tttgcggcac gaggaatt 18

<210> 50

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 50
cccatgcgat tttgctctg 19

<210> 51

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 51
gttggtccac gatggctaa 19

<210> 52

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético
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<400> 52
gttgcagagg ctagctacaa cgaaaaatcg g 31

<210> 53

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 53
gttctttagg ctagctacaa cgactctccct 31

<210> 54

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 54
gtccttaaag gctagctaca acgatcgttc ttt 33

<210> 55

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 55
tctcttcgag gcetagcetaca acgagtcctt aaa 33

<210> 56

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 56
tetcttcgag gctaactaca acgagtcctt aaa 33

<210> 57 .

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 57
gatacggagg ctagctacaa cgacttctgg g 31

<210> 58

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético
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<400> 58
cttcgatagg ctagctacaa cgaggacctt ¢ 31

<210> 59
<211> 31

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 59
cttcgatagg ctaactacaa cgaggacctt ¢ 31

<210> 60

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 60
ggtgaagagg ctagctacaa cgaagtcttt tct 33

<210> 61

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 61
ccttaaactc gttctttatc tctcecttca 30

<210> 62

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 62
acttccectct ctatttcttg ctcaaattcc 30

<210> 63

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 63
tacggacctt ctgggttttg atctcttcga 30

<210> 64

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 64
agcttctcta gttttgggtc ttccaggcat 30

<210> 65

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia artificial: oligo ODN sintético

<400> 65
gtaattgcgg caggaggaat tgtttctgtc 30

75



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

ES 2749 374 T3

REIVINDICACIONES

Un compuesto de inhibicion de conexina 43 que inhibe, en su totalidad o en parte, la expresion o actividad de
una conexina 43 para su uso en un método para tratar un sujeto para un trauma ocular de la cérnea, en donde
dicho compuesto de inhibicion de conexina 43 se selecciona del grupo que consiste en oligonucleétidos
antisentido, polinucledtidos antisentido, desoxirribozimas (ADNzimas), oligonucleétidos morfolino, moléculas
de ARNi, moléculas de ARNip, moléculas de PNA, ARN nucleares pequefios U1 mutados en el extremo 5’ y un
peptidomimético.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el trauma ocular de la cérnea es un
trauma penetrante ocular de la cérnea.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde el trauma ocular resulta de infecciones
y enfermedades oculares, accidentes quimicos o mecanicos y practicas quirurgicas.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en donde el trauma ocular resulta de infecciones
oculares.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el trauma ocular es un trauma quimico.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el trauma ocular es un trauma
mecanico.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el trauma ocular es de un laser.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5 en donde el trauma ocular de un laser da como
resultado la hiperplasia epitelial.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el trauma ocular es de un procedimiento
quirdrgico.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en donde el trauma ocular
da como resultado el dafio epitelial de la cérnea.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 en donde el compuesto
regula la divisién y el crecimiento de células basales epiteliales.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en donde el sujeto que se
trata tiene un injerto de membrana amnidtica ocular.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-12 en donde dicho compuesto
de inhibicion de conexina 43 se selecciona del grupo que consiste en oligonucledtidos antisentido,
polinucledtidos antisentido, desoxirribozimas (ADNzimas), oligonucleétidos morfolino, moléculas de ARNi,
moléculas de ARNip, moléculas de PNA y ARN nucleares pequefios U1 mutado en el extremo 5'.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-12 en donde dicho compuesto
de inhibicion de conexina 43 es un peptidomimético.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-12 en donde dicho compuesto
de inhibicién de conexina 43 es un compuesto antisentido.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 15 en donde dicho compuesto de inhibicion
antisentido comprende una secuencia de nucleobases seleccionada de la SEQ ID NO: 1-3.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 15 en donde dicho compuesto de inhibicién
antisentido se dirige a al menos aproximadamente 8 nucleobases de una molécula de acido nucleico que
codifica una conexina con la secuencia de nucleobases de la SEQ ID NO: 12.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en donde dicho compuesto
de inhibicion antisentido es un oligonucleétido antisentido entre 15 y 35 nucleobases de longitud.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 18 en donde dicho compuesto antisentido es

(a) un oligonucleétido antisentido que comprende nucleobases de origen natural y un enlace internucleésidos
no modificado; o

(b) un oligonucledtido antisentido que comprende al menos un enlace internucleésidos modificado, al menos
una porcion de azucar modificado o al menos una nucleobase modificada.
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Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 19 en donde tal enlace internucledsidos modificado
es un enlace fosforotioato.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 -20 en donde dicho compuesto
esta en una forma adecuada para la administracion topica.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-20 en donde dicho compuesto
esta en una forma adecuada para la administracion local.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-20 en donde dicho compuesto
esta en una forma adecuada para la inyeccién intraocular.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-20 en donde dicho compuesto
esta en la forma de un gel.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-20 en donde dicho compuesto
esta en la forma de gotas.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 24 en donde el compuesto esta en una
formulaciéon que comprende un gel plurénico.

Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 26, en donde el gel plurénico comprende un F127
plurénico.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el compuesto
esta en una forma adecuada para una administracién Unica.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el compuesto
esta en una forma adecuada para multiples administraciones.

Un compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el sujeto es
un ser humano.

Uso de un compuesto antisentido para conexina 43 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento
de un sujeto para un trauma ocular de la cérnea.
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Figura 1

Figura 2
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Figura 3
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Figura §
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 16
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Figura 17
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