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DESCRIPCION
Molécula de acido nucleico funcional y uso de la misma
Campo técnico

La presente invencién se refiere a (a) una molécula de acido nucleico funcional que tiene la funcién de incrementar la
eficacia de la sintesis de proteinas, y (b) un uso de la molécula de acido nucleico funcional.

Técnica anterior

Existen varios tipos de moléculas de acido nucleico funcionales, tipificadas por moléculas de ARN funcionales
relativamente largas, tales como el ARN antisentido, por ejemplo. Otros ejemplos tipicos de moléculas de acido
nucleico funcionales son moléculas de ARN funcionales relativamente cortas, tales ARNhc (ARN en horquilla corta),
ARNip (ARN de interferencia pequerio) y miARN (ARN micro interferente). Generalmente se sabe que estas moléculas
de ARN funcionales contribuyen a la regulacion por disminucién de la expresion génica. Se han revisado ampliamente
varios ejemplos como "ARN de interferencia" como en (Bibliografia no Relacionada con Patentes 1).

Una técnica de ARN antisentido tiene una especificidad de la diana excelente. Sin embargo, esta técnica tiene la
desventaja de que se activa una respuesta antiviral en una célula. Por el contrario, la técnica que utiliza moléculas de
ARN funcionales relativamente cortas, tales como el ARNhc, no activa practicamente la respuesta antiviral. En cambio,
las moléculas de ARN funcionales relativamente cortas tienen la posibilidad de causar efectos en sitios diferentes al
sitio diana ("off-target") ya que es dificil que la longitud de secuencia corta mantenga una alta especificidad para las
secuencias diana. Por tanto, las moléculas de ARN funcionales relativamente cortas tienden a mostrar una escasa
especificidad diana en comparacién con la técnica de ARN antisentido.

La bibliografia Relacionada con Patentes 1 describe una molécula de acido nucleico funcional (molécula de ADN) que
comprende: un promotor pol Ill de tipo Ill; una secuencia idéntica o complementaria a una secuencia diana que realiza
una regulacion por disminucién; y una secuencia obtenida de ARN pequefio de 7SL (mas especificamente, un
fragmento de una secuencia obtenida de Alu) que incluye al menos dominios de union a proteinas srp9 y srp14. Las
proteinas srp9 y srp14 son miembros de una familia de proteinas que se unen a un ARN 7SL en la transcripcion génica
para formar un complejo de ARN 7SL.

Se describe que la molécula de acido nucleico funcional descrita en la Bibliografia Relacionada con Patentes 1 se
utiliza como una técnica de regulacién por disminucién de la expresion génica en la que una molécula de ARN
transcrita a partir de la molécula de acido nucleico funcional practicamente no provoca activaciéon de respuesta antiviral
y tiene una excelente especificidad de diana.

Alu se clasifica en un grupo de SINE (Elementos Cortos Intercalados). Obsérvese que la secuencia obtenida de Alu
de la molécula de acido nucleico funcional descrita en la Bibliografia Relacionada con Patentes 1 se inserta en una
orientacion particular y se considera que esta implicada en la estabilidad del ARN.

Por otro lado, se ha informado de que algunas pequefias moléculas de ARN también pueden mejorar el nivel de
transcripcion.

Lista de referencias

Bibliografia Relacionada con Patentes 1

Publicacién internacional WO 2008/113773 A2 (Fecha de Publicacion: 25 de Septiembre de 2008)
Bibliografia No Relacionada con Patentes 1

He L, Hannon GJ. Nat Rev Genet. Julio de 2004; 5(7):522-31. PMID: 15211354

Compendio de la invencion

Problema técnico

Como se informa ampliamente en la Bibliografia Relacionada con Patentes 1 y otros documentos, se conocen bien
muchos tipos de moléculas de &cido nucleico funcionales que regulan por disminucion la expresién génica o similares.
Aunque ha habido algunas técnicas para regular por incremento la expresién génica aumentando la eficacia de la
transcripcion (como en el caso de Nature Chemical Biology 3, 166-173 (2007), B. Janowski et al), el incremento de la
eficacia de la transcripcién no siempre aumenta la eficacia de la sintesis de proteinas en proporcion directa debido al
efecto meseta. En este sentido, la sintesis de la proteina traducida puede depender de muchos otros factores, incluida
la capacidad de un ARN dado para interactuar de manera eficaz con los ribosomas. Adicionalmente, no siempre es
posible aumentar la transcripcion del ARNm natural en las células u organismos. Es decir, no se ha informado de
ninguna molécula de acido nucleico funcional que incremente directamente la eficacia de la sintesis de proteinas.
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Los autores de la presente invencion consideran que existen muchas condiciones en las que se desea actuar
Unicamente sobre la traduccion. Por ejemplo, la potenciacién de la traduccion de una proteina animal con fines
terapéuticos sin interferir en su transcripcion puede ser muy deseable porque no requiere la reprogramacion de la
transcripcion del ARNm en el nucleo.

La presente invencion se logra en vista del problema anterior. Un objeto de la presente invencion es proporcionar una
molécula de acido nucleico funcional que tenga la funcién de incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas y un
uso de la molécula de acido nucleico funcional.

Solucion al problema

El conocimiento actual de los autores de la presente invencion sugirié que la traduccion de proteinas puede estar
regulada por factores que incluyen la estructura de las regiones de los ARNm que se coloca aguas arriba de la fraccion
traducida de los ARNm. Esta regién se conoce como 5' UTR (regién 5' no traducida). Para el proposito de esta
invencion, la 5' UTR puede ser natural (que se encuentre en los ARN naturales, desde el sitio de inicio de la
transcripcion hasta el codén de inicio de la proteina), o puede ser una secuencia artificial, tal como la secuencia
presente en un vector de clonacién o cualquier otra secuencia recombinante.

Los autores de la presente invencion estudiaron diligentemente para lograr el objeto anterior. En consecuencia, a
través del analisis de las funciones de las moléculas de ARN conocidas como ARN no codificantes, los autores de la
presente invencion encontraron el hecho sorprendente de que una estructura particular de tal molécula de ARN tiene
la funcién de incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas. Este acido nucleico funcional mostré el efecto contra
una proteina diana especifica a través de una secuencia antisentido para una secuencia diana. Basandose en los
hallazgos, los autores de la presente invencion han logrado la presente invencién.

Es decir, una molécula de &cido nucleico funcional segun la presente invencién comprende:

(a) una secuencia determinante de la diana que comprende una secuencia antisentido para una secuencia diana en
el ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas; y

(b) una secuencia reguladora que tiene la actividad de incrementar la eficacia .

En la molécula de &cido nucleico funcional segun la presente invencién, la secuencia reguladora comprende un
elemento SINE (Elemento Intercalado Corto) B2. Las secuencias SINE B2 se enumeran en la Tabla 1 a continuacién.

En la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencién, la secuencia reguladora se puede
seleccionar del grupo que consiste en los siguientes (1) a (5):

(1) un ARN, que esta codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos que se muestra en SEQ ID
NO: 1 (SINE/B2 en AS Uchl1)

(2) un ARN, que esta codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucle6tidos que se muestra en SEQ ID
NO: 2 (SINE/B2, espaciador de 39 nt indicado como subrayado y SINE/Alu en AS Uchl1)

(3) un ARN, que esté codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucle6tidos que se muestra en SEQ ID
NO: 3 (SINE/B2 en AS Uxt)

(4) un ARN codificado por un ADN que consiste en una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste
en las secuencias mostradas en la Tabla 1; o

(5) un ARN que es al menos 95% similar al ARN de los apartados (1), (2), (3) o (4) y tiene la funcién de incrementar
la eficacia de la sintesis de proteinas.

En la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion, la secuencia determinante de la
diana comprende una secuencia antisentido para una secuencia diana en el ARN que codifica la proteina para el que
se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas.

En la molécula de &cido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion, la secuencia determinante de la
diana puede estar ubicada entre un extremo 5' y la secuencia reguladora en la molécula de acido nucleico funcional.

En la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion, es preferible que la secuencia
antisentido en la secuencia determinante de la diana tenga una longitud de mas de 7 nucleétidos pero menos de 250
nucleétidos.

En la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion, es preferible que la secuencia
antisentido en la secuencia determinante de la diana tenga al menos 60% de similitud con una secuencia diana en el
ARN que codifica la proteina o con la secuencia del plasmido aguas arriba del ATG en el ARN que codifica la proteina
para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 855577713

En la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion, es preferible que la direccion de la
secuencia obtenida de SINE que esta anotada como directa en la secuencia reguladora esté orientada en una direccién
inversa con respecto a la direccién (direccion directa como se define anteriormente), en donde la secuencia obtenida
de SINE esta orientada en la misma direccién que la secuencia consenso de SINE. Es decir, la secuencia reguladora
de la molécula de acido nucleico funcional esta orientada en una direccion directa con respecto a la direcciéon de
traduccién y en una orientacion inversa con respecto a la direccién de transcripcion de la molécula de acido nucleico
antisentido.

Si la direccion de 5' a 3' se define como la direccion de avance, la secuencia obtenida de SINE en esta invencién, en
donde su orientacion 5' a 3' concuerda con la secuencia consenso de SINE, esta integrada en la direccién inversa de
la molécula de acido funcional en esta invencion.

En la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion, la secuencia antisentido en la
secuencia determinante de la diana se puede disenar para que hibride con una secuencia diana en la 5'-UTR del ARN
que codifica la proteina para el cual se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas. Alternativamente, la
secuencia determinante de la diana se puede disefiar para que hibride con una secuencia diana en la regién codificante
del ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas. Adicionalmente,
la secuencia determinante de la diana se puede solapar con la secuencia del plasmido aguas arriba del codén de inicio
o incluir el coddn de inicio en la secuencia diana del ARN que codifica la proteina. La molécula de acido nucleico
funcional de acuerdo con la presente invencion se puede dirigir a variantes de corte y empalme especificas en los
extremos 5' del ARN que codifica la proteina o en otras partes de la molécula.

La molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencién puede ser disefiada y producida
apropiadamente por un experto en la técnica relacionada, siempre que la molécula de acido nucleico funcional incluya:
una secuencia determinante de la diana que comprenda una secuencia antisentido para una secuencia diana en el
ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas; y una secuencia
reguladora que tenga la actividad de incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas. Cualquier modificacion durante
o post/sintesis puede ser aplicada a la molécula de &cido nucleico funcional por un experto en la técnica relacionada
de acuerdo con los conocimientos practicos en procedimientos terapéuticos de ARN o similares.

Una molécula de ADN de acuerdo con la presente invencién codifica cualquiera de las moléculas de ARN tales como
las moléculas de acido nucleico funcionales mencionadas anteriormente.

Un vector de expresion de acuerdo con la presente invencion incluye una cualquiera de las moléculas de ARN o la
molécula de ADN como moléculas de acido nucleico funcionales mencionadas anteriormente.

Una composicion para aumentar la eficacia de la sintesis de proteinas de acuerdo con la presente invencion
comprende una cualquiera de las moléculas de acido nucleico funcionales antes mencionadas y/o el vector de
expresion mencionado anteriormente.

Un método para incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas de acuerdo con la presente invencién comprende
la etapa para permitir que una cualquiera de las moléculas de &cido nucleico funcionales antes mencionadas o el
vector de expresion antes mencionado coexistan con un ARN que codifique la proteina para el que se va a incrementar
la eficacia de la sintesis de proteinas. EI ARN que codifica la proteina se puede hibridar con el antisentido en la
secuencia determinante de la diana de la molécula de acido nucleico funcional.

En el método de incremento de la eficacia de la sintesis de proteinas de la presente invencion, el método puede
comprender la etapa de transfectar (o transducir a) una célula cualquiera de las moléculas de éacido nucleico
funcionales antes mencionadas o el vector de expresion antes mencionado.

Un método de sintesis de proteinas de acuerdo con la presente invencion es un método para sintetizar una proteina,
que comprende la etapa de incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas mediante uno cualquiera de los métodos
de incremento de la eficacia de la sintesis de proteinas mencionados anteriormente.

Las moléculas de acido nucleico funcionales de la presente invencion se pueden utilizar para tratar una enfermedad,
en donde la enfermedad esta causada por una disminucion cuantitativa de una proteina normal predeterminada o de
una haploinsuficiencia, incrementando la eficacia de la sintesis de proteinas.

La enfermedad también puede ser causada por una disminucién cuantitativa de una proteina normal predeterminada
o una haploinsuficiencia. Ademas, la molécula de acido nucleico funcional puede incrementar la eficacia de la sintesis
de la proteina normal predeterminada.

Adicionalmente, en caso de que la enfermedad sea causada por una disminucion cuantitativa de una proteina normal
predeterminada o de una haploinsuficiencia, y causada por un incremento cuantitativo de otra proteina que incluya
una proteina anormal similar a una proteina mutante, se pueden usar las moléculas funcionales de acido nucleico de
la presente invencién combinadas con una molécula convencional para suprimir la expresion de la otra proteina
mediante ARNip, ARNhc o similar, y/o una molécula convencional para inactivar una funcion de una proteina mediante
el uso de un anticuerpo, un compuesto de bajo peso molecular, o similar, segin sea apropiado.
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Adicionalmente, la enfermedad puede ser una enfermedad neurodegenerativa o un cancer, por ejemplo.
Efectos ventajosos de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, es posible proporcionar satisfactoriamente (a) una molécula de acido nucleico
funcional que tiene la funcion de incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas y (b) un uso de la molécula de
acido nucleico funcional.

Breve descripcion de los dibujos
Fig.1

La Fig. 1, relacionada con el experimento 1, es un diagrama esquematico de la organizacion genémica Uchl1/AS
Uchl1. Los exones de Uchl1 estan en color negro; las UTR de 3'y 5' estan en color blanco.

Fig.2

La Fig. 2, relacionada con el experimento 2, es un diagrama esquematico de la organizacién del dominio AS Uchl1.
Los exones de AS Uchl1 estan en color gris; los elementos repetitivos estan en color rojo (Alu/SINEBI) y azul (SINEB2).
Los intrones se indican en forma de ineas.

Fig.3

La Fig. 3, relacionada con el experimento 3, es una vista que muestra que AS Uchl1 regula los niveles de proteina
UchL1. Las células MN9D transfectadas con AS Uchl1 muestran mayores niveles de proteina UchL1 end6égena con
respecto al control de vector vacio, con una cantidad de ARNm sin cambios.

Fig.4

La Fig. 4, relacionada con el experimento 4, es una vista que muestra que AS Uchl1 regula los niveles de proteina
UchL1. Las dosis crecientes de AS Uchl1 transfectadas valoran la cantidad de proteina UchL1 en las células HEK. Sin
cambios en los niveles de ARNm de Uchl1.

Fig.5

La Fig. 5, relacionada con el experimento 5, es una vista que muestra que AS Uchl1 regula los niveles de proteina
UchL1. Se requiere AS Uchl1 de longitud completa (FL) para regular los niveles de proteina UchL1 enddgena (células
MN9D, panel izquierdo) y expresada en exceso (células HEK, panel derecho). Se muestra el esquema de mutantes
de delecién A5' 0 A3

Fig.6

La Fig. 6, relacionada con el experimento 6, es una vista que muestra que Uchl1 regula los niveles de proteina UchL1
através de SINEB2 integrado. SINEB2 invertido es suficiente para controlar los niveles de proteina UchL1. Se muestra
el esquema de mutantes.

Fig.7

La Fig. 7, relacionada con el experimento 7, es una vista que muestra los transcritos de la familia de AS con SINEB2
integrado. Familia de clones no codificantes FANTOM 3 que son AS para genes que codifican proteinas y contienen
SINEB2 integrado en orientacién invertida.

Fig.8

La Fig. 8, relacionada con el experimento 8, es una vista que muestra los transcritos de la familia de AS con SINEB2
integrado. Diagrama esquematico de la organizacién gendmica Uxt/AS Uxt. AS Uxt incrementa los niveles de proteina
Uxt endogena en células MN9D transfectadas (izquierda), sin afectar a su transcripcion (derecha).

Fig.9

La Fig. 9, relacionada con el experimento 9, es una vista que muestra la expresion de AS Uchl1 en el nacleo de
neuronas dopaminérgicas. Los transcritos de AS Uchl1 (rojo) y Uchl1 (verde) se expresan en el nicleo y el citoplasma
de las neuronas DA positivas para TH de la Sustancia Negra (azul). Los detalles de la localizacion estan en imagenes
de zoom.

Fig.10

La Fig. 10, relacionada con el experimento 10, es una vista que muestra la translocacién de AS Uchll al citoplasma
tras el tratamiento con rapamicina en células MN9D. Niveles de ARNm medidos con cebadores que abarcan las
porciones 5' solapantes o 3' distales del transcrito. Los datos indican la media £ d.t., n =2 3 (3). ** p <0,01; *** p <0,005.
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Fig.11

La Fig. 11, relacionada con el experimento 11, es una vista que muestra que el tratamiento con rapamicina induce la
expresion de la proteina UchL1. El nivel de proteina UchL1 se incrementa en las células MN9D tratadas con
rapamicina.

Fig.12

La Fig. 12, relacionada con el experimento 12, es una vista que muestra como SINEB2 integrado en Uchll induce la
traduccion de Uchll tras el tratamiento con rapamicina. El silenciamiento de la transcripcién de AS Uchll en células
MN9D (ARNhc, que abarca la posicién -15/+4 de la secuencia diana) inhibe el nivel de proteina UchL1 inducida por
rapamicina. La secuencia reguladora de ARNhc, desorganizada. A la izquierda, niveles de ARNm; a la derecha, niveles
de proteina.

Fig.13

La Fig. 13, relacionada con el experimento 13, es una vista que muestra como SINEB2 integrado en Uchll induce la
traduccion de Uchll tras el tratamiento con rapamicina. La delecion de SINEB2 integrad (ASINEB2) es suficiente para
inhibir la regulacion por incremento de la proteina UchL1 inducida por rapamicina.

Fig.14

La Fig. 14, relacionada con el experimento 14, es una vista que muestra que un transcrito de AS artificial con SINEB2
integrado (AS Gfp) para un ARNm de Proteina Fluorescente Verde (Gfp) mejorada humanizada artificialmente
incrementa la sintesis de proteina GFP: (a) de la Fig. 14 muestra el diagrama esquematico de las construcciones de
Gfp/AS Gfp, (b) de la Fig. 14 muestra como AS Gfp aumenta los niveles de proteina Gfp en células HEK transfectadas
mientras que una secuencia solapante desorganizada o un plasmido vacio no aumentan los niveles de proteina Gfp
en células HEK transfectadas. El solapamiento tiene una longitud de 72 nt y esta centrado en el ATG.

Fig.15

La Fig. 15, relacionada con el experimento 15, es una vista que muestra un transcrito de AS artificial con SINEB2
integrado (clon de AS Fc) para un anticuerpo recombinante artificial en pHYGRO (clones de pHYGRO) que incrementa
la sintesis de la proteina codificada en pHYGRO. a, Diagrama esquematico de construcciones pHYGRO/AS Fc. b, AS
Fc incrementa los niveles de proteina codificada en las células HEK transfectadas, mientras que una secuencia
solapante desorganizada o un plasmido vacio no lo hacen, detectado a través de la etiqueta SV5.

Fig.16

La Fig. 16, relacionada con el experimento 16, es una vista que muestra como un transcrito de AS artificial con SINEB2
integrado para un ARNm de Proteina Fluorescente Verde (EGFP) incrementa la sintesis de la proteina EGFP.

Fig.17

La Fig. 17 es una vista que muestra los ejemplos de las posibles estructuras pronosticadas de la secuencia obtenida
de SINE B2.

Descripcion de realizaciones

A continuacion se describe una realizacion de la presente invencion, mas especificamente.
[1. Molécula de ARN funcional]

(Constitucion de la molécula de acido nucleico funcional)

Una molécula de &cido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion tiene una caracteristica que
comprende: una secuencia determinante de la diana que comprende una secuencia antisentido para una secuencia
diana en el ARN que codifica la proteina para el cual se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas; y una
secuencia reguladora que tiene la actividad de incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas. La molécula de acido
nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion puede ser disefiada y producida apropiadamente por un
experto en la técnica relacionada basandose en la descripcién de la presente memoria.

La eficacia de la sintesis de proteinas se incrementa de acuerdo con la presente invencion. En una realizacién, la
eficacia de la sintesis de proteinas se incrementa como resultado del incremento de la eficacia de la traduccién,
preferiblemente, sin cambiar sustancialmente la eficacia de la transcripcion. Por tanto, la eficacia de la sintesis de
proteinas se puede incrementar aumentando la eficacia de la traduccién. En otra realizacién, tanto la transcripcion
como la traduccién se pueden incrementar por medios independientes; obviamente, puede darse el caso de que un
ARN produzca un nivel de expresion mas bajo y, sin embargo, la proteina produzca un nivel de expresion mas alto.
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(ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas)

El ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas por medio de la
molécula de &cido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion no esta especialmente limitado con
respecto a su secuencia, origen y similares, siempre que el ARN comprenda un dominio de traduccién (region
codificante) que tenga un codén de inicio 5' terminal y un codén de terminacion 3' terminal. Especificamente, el ARN
que codifica la proteina para el cual se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas (el ARN diana) por
medio de la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion puede tener adicionalmente
una estructura de proteccion terminal 5', una regién 5' no traducida (5'-UTR) y/o una 3' regién no traducida. Estas
regiones se pueden obtener de una secuencia endoégena en una célula o de una secuencia sintetizada artificialmente.
El ORFoma, en el que se colocan Marcos de Lectura Abiertos (secuencias codificantes) de genes en vectores de
expresion, es uno de los ejemplos.

Adicionalmente, es preferible que la region 3' no traducida incluya, en su extremo terminal 3', una secuencia (sefal de
adicion de poliA) de modo que se pueda afadir una secuencia de poliA. La sefal de adicion de poliA puede ser, por
ejemplo, una secuencia de nucleétidos que consiste en AAUAAA, una sefial de poliA temprana de SV40 que tiene dos
secuencias de AAUAAA, una secuencia en la que las sefales de poliA tempranas de SV40 se alinean en tandem, o
similares. La sefnal de adicion de poliA no se limita a ellas. Como ejemplos, se han descrito en la bibliografia varios
sitios alternativos de poliadenilacién, y algunos ARNm ni siquiera llevan senales de poliadenilacion convencionales
(Carninci et al., Genome Res. Junio 2003; 13(6B): 1273-89. PMID: 12819125).

El ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas de acuerdo con
la presente invencion puede tener una secuencia de poliA en su extremo 3' terminal. Un ARN que tiene una secuencia
de poliA en su extremo 3' terminal tiene una excelente eficacia de sintesis de proteinas a partir de un dominio de
traduccion y una excelente estabilidad del propio ARN. Tal ARN puede ser, por ejemplo, uno cualquiera de los ARN
mostrados en Uchl1, Uxt, GFP o un homoélogo de uno cualquiera de estos ARN, aunque tal ARN no se limita a ellos.

Ubiquitina hidrolasa carboxi-terminal L1 (Uchl1) de Mus musculus RefSeq: NM_011670.2

La secuencia de ADN de Uchl1 que codifica el ARN de Uchl1 se muestra en SEQ ID NO: 4.

Transcrito expresado ubicuamente de Mus musculus (Uxt) RefSeq: NM_013840.3

La secuencia de ADN de Uxt que codifica el ARN de Uxt se muestra en SEQ ID NO: 5.

GFP (secuencia del vector pEGFP)

La secuencia de ADN de GFP que codifica la secuencia de ARN de GFP se muestra en SEQ ID NO: 6.

El ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas puede ser ARN
endodgeno de origen bioldgico (por ejemplo, ARNm) o sintetizado artificialmente. Adicionalmente, el ARNm obtenido
de eucariotas abarca ARNm maduro que se ha sometido a lo que se denomina procesamiento y ARNm precursor que
no se ha sometido a procesamiento.

(Secuencia determinante de la diana)

La secuencia determinante de la diana es una secuencia que comprende una secuencia antisentido para una
secuencia diana en el ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de
proteinas. Una secuencia diana se selecciona arbitrariamente de una secuencia parcial de ARN que codifica una
proteina para el cual se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas en la presente invencién. Una secuencia
diana se puede obtener de la secuencia de ARN transcrita a partir del ADN plasmidico en el que se inserta el ADNc
que codifica la proteina y alrededor del primer coddn de inicio 5' terminal. La longitud de la secuencia antisentido no
esta especialmente limitada. Sin embargo, desde el punto de vista del incremento de la especificidad para un ARN
diana en un sistema que incluye diferentes ARN, la secuencia antisentido puede tener una longitud de preferiblemente
mas de 7 nucleétidos, mas preferiblemente 10, mas preferiblemente 15. Ademas, la secuencia antisentido puede tener
una longitud de preferiblemente menos de 250 nucleétidos, més preferiblemente 200, mas preferiblemente 150, mas
preferiblemente 100, mas preferiblemente 90, mas preferiblemente 80, mas preferiblemente 77 nucleétidos, mas
preferiblemente 70 nucleétidos, mas preferiblemente 60 nucleétidos, mas preferiblemente 50 nucledtidos, mas
preferiblemente 40 nucledtidos, mas preferiblemente 30 nucleétidos.

En una realizacion, se puede incluir mas de una secuencia antisentido diferente en la secuencia determinante de la
diana. Estas multiples secuencias antisentido se pueden aplicar al direccionamiento de mudltiples proteinas, por
ejemplo. Alternativamente, las mdltiples secuencias antisentido se pueden aplicar para mejorar la especificidad para
un ARN que codifica una proteina en donde las multiples secuencias antisentido se pueden hibridar con el mismo ARN
que codifica una proteina. En una realizacion, la secuencia determinante de la diana de la presente invencion puede
contener emparejamientos erréneos contra el ARN diana con el proposito de prevenir la reaccién del interferon gamma
que puede tener lugar en las células en presencia de una molécula de acido nucleico de doble hebra larga, como los
ARN de doble hebra largos.
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Adicionalmente, desde el punto de vista del incremento de la especificidad entre la molécula de &cido nucleico
funcional de la presente invencion y el ARN diana, la secuencia antisentido en una secuencia determinante de la diana
se disefia para que tenga preferiblemente al menos un 60% de similitud, mas preferiblemente al menos 65% de
similitud, mas preferiblemente al menos 70% de similitud, mas preferiblemente al menos 75% de similitud, mas
preferiblemente al menos 80% de similitud, mas preferiblemente al menos 85% de similitud, mas preferiblemente al
menos 90% de similitud, mas preferiblemente al menos 95% de similitud con una secuencia diana correspondiente en
el ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas, siempre que la
secuencia antisentido pueda hibridar con la secuencia diana en el ARN que codifica la proteina y/o el ARN obtenido
del plasmido que contiene la secuencia diana. Es especificamente preferible que la secuencia antisentido en la
secuencia determinante de la diana se disefie para que sea completamente idéntica a la secuencia correspondiente
de la secuencia diana.

Adicionalmente, se puede disefiar una secuencia antisentido en una secuencia determinante de la diana para que
hibride con una 5' UTR del ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la efica de la sintesis de
proteinas. Este disefio se puede aplicar a la proteina codificada de longitud completa que se esté sintetizando. La 5'
UTR se puede obtener de una secuencia enddgena en una célula o secuencia artificial. La secuencia antisentido en
la secuencia determinante de la diana se puede disefiar para que se pueda hibridar con otras regiones, excepto la 5'
UTR, del ARN diana, tal como una regién codificante del ARN diana. Por ejemplo, la secuencia antisentido en la
secuencia determinante de la diana se puede disefar para que se pueda hibridar con una parte determinada de la
region codificante del ARN diana. Este disefio es util para un gen de distrofina o similar en el que una proteina que va
a ser codificada por un ARN es muy grande y tiene un dominio que muestra bioactividad por si mismo.

Ademas, la secuencia antisentido en la secuencia determinante de la diana se puede disefiar para que hibride tanto
con la UTR 5' como con una parte de la otra parte funcional de la secuencia, como la secuencia codificante o las UTR
3' de los ARNm que codifican la proteina.

(Secuencia reguladora)

En la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion, la secuencia reguladora tiene una
actividad de incremento de la eficacia de la sintesis de proteinas.

En una realizacion, se pueden incluir multiples secuencias SINE en la secuencia reguladora. Estas mdltiples
secuencias SINE pueden ser una combinacion de diferentes secuencias, por ejemplo, una combinacién de la
secuencia SINE B2 y la secuencia obtenida de Alu o una combinacién de diferentes secuencias obtenidas de SINE
B2.

Los ejemplos de las posibles estructuras pronosticadas de las secuencias SINE B2 se muestran en los apartados (a)
y (b) de la Fig. 17.

La secuencia similar indica una secuencia que tiene al menos 25% de similitud, preferiblemente al menos 50% de
similitud, mas preferiblemente al menos 55% de similitud, mas preferiblemente al menos 60% de similitud, mas
preferiblemente al menos 65% de similitud, méas preferiblemente al menos 70% de similitud, mas preferiblemente al
menos 75% de similitud, mas preferiblemente al menos 80% de similitud, mas preferiblemente al menos 85% de
similitud, mas preferiblemente al menos 90% de similitud, mas preferiblemente al menos 95% de similitud con la
secuencia consenso del SINE.

La secuencia de un SINE puede desviarse de estos consensos conservativos descritos anteriormente. Por ejemplo,
el andlisis de la similitud de consenso entre las secuencias SINE B2 de tres secuencias solas, la fraccién SINE B2 de
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, y otro SINE B2 tomado aleatoriamente de la bibliografia (referencia: Espinosa et al.,
http://rmajournal.cship.org/content/13/4/583.full), indica claramente que las fracciones de SINE B2 por si solas pueden
compartir tan poco como 9 bases de 36, con solo 25% de similitud.

Sin embargo, a pesar de diverger, éstas todavia son reconocibles como un elemento SINE B2 utilizando programas
como RepeatMask tal como se publicé (Bioinformatics. Noviembre de 2000; 16(11):1040-1.MaskerAid: a performance
enhancement to RepeatMasker. Bedel1 JA, Korf I, Gish W.).

En una realizacion, la longitud se puede limitar a las secuencias mas cortas con similitud con los elementos SINE, que
son capaces de provocar un aumento de la eficacia de la sintesis de proteinas.

En una realizacion, es posible sintetizar secuencias de acidos nucleicos artificiales que tienen similitud parcial con los
elementos SINE descritos en la presente invencion y actian para incrementar el nivel de la proteina sintetizada.

Adicionalmente, la molécula de acido nucleico funcional segun la presente invencién puede incluir una pluralidad de
secuencias reguladoras alineadas en tandem, con el fin de promover ain mas la eficacia de la sintesis de proteinas.

En la descripcion de la presente invencion, "SINE" indica ampliamente, entre el retrotransposén distinto de LTR
(repeticion terminal larga), una secuencia repetitiva intercalada (a) que codifica una proteina que no tiene actividad de
transcripcion inversa ni actividad endonucleasa o similar y (b) cuyas secuencias de copias completas o incompletas
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existen abundantemente en genomas de organismos vivos. Es decir, SINE es una secuencia de ADN que se inserta
en un genoma a través de la transcripcion inversa de ARN a ADNc, dependiendo de otros factores del anfitrién en
estos procesos. La longitud del SINE no esta especialmente limitada, pero generalmente, se encuentra en un intervalo
de no menos de 20 pb, preferiblemente no menos de 30 pb, mas preferiblemente no menos de 50 pb, mas
preferiblemente no menos de 50 pb, pero no mas de 700 pb, preferiblemente no mas de 600 pb, mas preferiblemente
no mas de 500 pb, mas preferiblemente no mas de 400 pb. Adicionalmente, el origen de SINE no esta limitado, sino
que generalmente se obtiene de ARNt y tiene una secuencia que tiene una secuencia correspondiente al ARNt en su
lado 5'-terminal. Adicionalmente, el SINE puede ser una secuencia obtenida del ARN 7SL, tal como Alu, y una
secuencia obtenida del ARNr 5S, tal como SINE 3. Con respecto al SINE 3, se puede hacer referencia al documento
de Kapitonov et al. (Vladimir V. Kapitonov y Jerzy Jurka: Molecular Biology AND Evolution 20(5):p694-702, 2003) y
documentos similares.

La secuencia reguladora se puede seleccionar, por ejemplo, entre las siguientes (1) a (5):

(1) un ARN, que esta codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos que se muestra en SEQ ID NO: 1
(2) un ARN, que esta codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos que se muestra en SEQ ID NO: 2
(3) un ARN, que esta codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos que se muestra en SEQ ID NO: 3

(4) un ARN codificado por un ADN que consiste en una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste
en las secuencias mostradas en la Tabla 1; o

(5) un ARN que es al menos 95% similar al ARN de (1), (2), (3) o (4) y tiene la funcidn de incrementar la eficacia de la
sintesis de proteinas.

El nimero de nucleétidos que se va a eliminar, sustituir, afiadir y/o insertar es preferiblemente no menos de 1 pero no
mas de 175, mas preferiblemente no menos de 1 pero no mas de 150, mas preferiblemente no menos de 1 pero no
mas de 125, mas preferiblemente no menos de 1 pero no mas de 100, mas preferiblemente no menos de 1 pero no
mas de 75, mas preferiblemente no menos de 1 pero no mas de 50, mas preferiblemente no menos de 1 pero no mas
de 30, mas preferiblemente no menos de 1 pero no mas de 20.

(Relacion posicional entre la secuencia determinante de la diana y la secuencia reguladora)

En la presente invencion, una direccion (una direccion de hebra efectora) a lo largo de la cual se traduce una proteina
diana se define como "direccion de avance", y la direccion opuesta a la direccién de avance se define como "direccion
inversa". En la molécula de acido nucleico funcional segln la presente invencién, la relacién posicional entre la
secuencia determinante de la diana y la secuencia reguladora no esta especialmente limitada. Sin embargo, es
preferible que la secuencia determinante de la diana se ubique mas cerca de un lado en la direccién de avance en la
molécula de acido nucleico funcional que la secuencia reguladora. La secuencia determinante de la diana puede estar
vinculada directamente a la secuencia reguladora. Alternativamente, se puede insertar entre ellas una secuencia
conectora y/o una secuencia similar para conectar la secuencia determinante de la diana y la secuencia reguladora.

En la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion, es preferible que la direccion de la
secuencia SINE, que estd anotada como de avance en la secuencia reguladora, esté orientada en una direccién
inversa con respecto a esa direccion (direccion de avance como se define anteriormente), en donde la secuencia SINE
estd orientada en la misma direccion que la secuencia consenso de SINE. Es decir, la secuencia reguladora de la
molécula de &cido nucleico funcional esta orientada en una orientaciéon de avance con respecto a la direccion de
traduccion.

Si la direccion de 5' a 3' se define como la direccion de avance, la secuencia SINE en esta invencioén, en donde su
orientacion 5' a 3' concuerda con la secuencia consenso de SINE, esta integrada en la direccion inversa de la molécula
de &cido nucleico funcional en esta invencion. Por ejemplo, en el caso de una secuencia de SINE B2, el sitio Abox de
la secuencia obtenida de SINE B2 esta ubicado en el lado 3' de la molécula de &cido nucleico funcional en comparacion
con el sitio Bbox de la secuencia SINE B2.

(Produccion de molécula de acido nucleico funcional)

Un método de acuerdo con la presente invencion para producir una molécula de acido nucleico funcional comprende
la etapa de preparar la molécula de ARN mencionada anteriormente. Las moléculas de acido nucleico funcionales se
pueden preparar mediante un método de biosintesis de acido nucleico bien conocido, o un método tal que (i) se
produzca una molécula de ADN que codifique la molécula de ARN funcional y (ii) la molécula de ADN se transcriba a
la molécula de ARN funcional, por ejemplo. El tamafo de la molécula de &cido nucleico funcional no esta
especialmente limitado, pero la molécula de &cido nucleico funcional tiene un tamano preferiblemente no mayor de
2000 nucledtidos, mas preferiblemente no mayor de 250 nucledtidos, por ejemplo, desde el punto de vista de la
produccion de la molécula de acido nucleico funcional por medio del método de biosintesis de acidos nucleicos.
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[2. Molécula de ADN, vector de expresion, composicion para incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas]

Una molécula de ADN de acuerdo con la presente invencion codifica cualquiera de las moléculas de acido nucleico
funcionales mencionadas anteriormente de acuerdo con la presente invencion. Adicionalmente, un vector de expresion
de acuerdo con la presente invencion es un vector de ARN que comprende una cualquiera de las moléculas de ARN
funcionales de la presente invencion mencionadas anteriormente o un vector de ADN que comprende la molécula de
ADN de acuerdo con la presente invencion. Adicionalmente, una composiciéon para aumentar la eficacia de la sintesis
de proteinas de acuerdo con la presente invencién comprende una cualquiera de las moléculas de acido nucleico
funcionales antes mencionadas o el vector de expresion antes mencionado.

En una realizacién, la composicion de acuerdo con la presente invencién puede comprender un agente de traduccion
basado en un sistema in vitro como extracto de reticulocitos para producir proteina in vitro; o para producir proteina in
vivo en células de mamifero que expresan una proteina para uso industrial, con fines de investigacion o para cualquier
otro escrutinio, por ejemplo.

El esqueleto del vector de expresion de acuerdo con la presente invencién no se limita especialmente a ningun tipo
particular, y se puede seleccionar apropiadamente de un vector plasmidico. El vector plasmidico puede ser un vector
de expresion de mamifero, levadura, insecto, un vector de virus (por ejemplo, un vector de expresion lentiviral o
retroviral, vectores de adenovirus o virus adenoasociado), un vector de fago, un vector de césmido y similares,
dependiendo de tipos de células anfitrionas que se utilizaran y de la finalidad del uso. Por ejemplo, en el caso en el
que la presente invencion se utiliza para el tratamiento génico de mamiferos, incluido un ser humano, la presente
invencion se puede preparar en forma de un vector de virus, tal como un vector de adenovirus o adenoasociado o un
vector de lentivirus.

Alternativamente, el vector de expresién puede finalmente integrarse en el genoma de las células de expresion u
organismo al que se dirigira.

[3. Método para incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas]
(Método para incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas)

Un método para incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas de acuerdo con la presente invencién comprende
la etapa de permitir que una molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencién o el vector de
expresion mencionado anteriormente coexistan con un ARN que codifica proteinas para las que se va a incrementar
la eficacia de la sintesis de proteinas. Esta etapa se puede llevar a cabo in vivo o in vitro utilizando, por ejemplo, un
sistema de sintesis de proteinas sin células. En la presente invencién, "in vivo" significa un sistema que utiliza un
cultivo celular o un animal completo especificamente, e "in vitro" significa un sistema que utiliza un ensayo sin células
especificamente. En caso de que la etapa se lleve a cabo in vivo, se puede permitir que la molécula de acido nucleico
funcional o el vector de expresion mencionado anteriormente coexistan, en una célula o tejido aislados, con un ARN
que codifica una proteina para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas. Alternativamente, se
puede permitir que la molécula de acido nucleico funcional o el vector de expresion mencionado anteriormente
coexistan, en un organismo vivo, con un ARN para el quel se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas.

El método para incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas de acuerdo con la presente invencién puede
comprender transfectar a una célula un vector de expresiéon mencionado anteriormente que codifica la molécula de
acido nucleico funcional o la propia molécula de acido nucleico funcional para permitir que la molécula de acido
nucleico funcional coexista con el ARN que codifica la proteina. La "célula" indica no solo una célula aislada sino
también las que constituyen un individuo. EI ARN para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas
se puede obtener de una secuencia endoégena en una célula o un ARN que codifica una proteina sintetizada
artificialmente. La transfeccién (o induccion génica) de una molécula de acido nucleico en una célula se puede llevar
a cabo de manera apropiada mediante métodos convencionales, por ejemplo, autoinfeccion por un vector, una técnica
de microinyeccion, una técnica de lipofeccién, una técnica de electroporacién, un método de fosfato de calcio,
transduccion de un virus y similares. El vector puede estar integrado o no permanentemente en el genoma del anfitrion.

Las células se pueden obtener de una cualquiera de las células de cualquier organismo, incluidos animales y plantas,
o una cualquiera de las células seleccionadas de las lineas celulares establecidas.

En la presente invencion, los animales incluyen vertebrados, preferiblemente mamiferos, incluido un ser humano, pero
no se limitan a estos ejemplos.

En la presente invencion, las plantas incluyen tanto monocotiledéneas como dicotileddneas. En una realizacién, las
plantas son plantas de cultivo (por ejemplo, cereales y leguminosas, maiz, trigo, patatas, tapioca, arroz, sorgo, mijo,
mandioca, cebada o guisantes) u otras legumbres. En otra realizacion, las plantas pueden ser hortalizas o plantas
ornamentales. Las plantas de la invencién pueden ser: maiz (Zea mays), canola (Brassica napus, Brassica rapa ssp.),
Lino (Linum usitatissimum), alfalfa (Medicago sativa), arroz (Oryza sativa), centeno (Secale cerale), sorgo (Sorghum
bicolor, Sorghum vulgare), girasol (Helianthus annus), trigo (Triticum aestivum), soja (Glycine max), tabaco (Nicotiana
tabacum), patata, (Solanum tuberosum), cacahuetes (Arachis hypogaea), algodon (Gossypium hirsutum), batata
(Lopmoea batatus), mandioca (Manihot esculenta), café (Cofea spp.), coco (Cocos nucifera), pifia (Anana comosus),
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arboles citricos (Citrus spp.), cacao (Theobroma cacao), té (Camellia sinensis), platano (Musa spp.), aguacate (Persea
americana), higo (Ficus carica), guayaba (Psidium guajava), mango (Mangifer indica), olivo (Olea europaea), papaya
(Carica papaya), anacardo (Anacardium occidentale), macadamia (Macadamia integrifolia), almendra (Prunus
amygdalus), remolacha azucarera (Beta vulgaris), avena o cebada, pero no se limitan a estos ejemplos.

En la presente invencion, las lineas celulares establecidas que incluyen células derivadas de mamiferos tales como
COS-1 (ATCC Num. CRL 1650), COS-7 (ATCC CRL 1651), linea de rifién embrionario humano 293 (ATCC Num. CRL
1573), PerC6 (Crucell), células de riidn de cria de hamster (BHK) (ATCC CRL.1632), BHK570 (ATCC Num. CRL
10314), células de ovario de hamster chino CHO (p. ej., CHO-K1, ATCC Num: CCL 61, linea de células CHO DHFR
menos tal como DG44, particularmente aquellas lineas celulares CHO adaptadas para cultivo en suspension, células
de Sertoli de ratén, células de rifidn de mono, células de riidn de mono verde africano (ATCC CRL-1587), células
Hela, células SH-Y5Y, células de rifion canino (ATCC CCL 34), células pulmonares humanas (ATCC CCL 75), células
Hep G2 y de mieloma o linfoma, p. €j., NSO (véase el documento US 5.807.715), Sp2/0, YO, otras células obtenidas
de animales tales como las células Sf9, DT40, pero no se limitan a estos ejemplos. Ademas, las lineas celulares
establecidas pueden ser hibridomas o una célula a la que se le ha dotado de una caracteristica concreta mediante
transferencia génica, transferencia nuclear y/o tratamiento de un compuesto quimico, por ejemplo, una célula madre
embrionaria de transferencia nuclear o una célula iPS (documentos W0O2007/069666, JP-A 2010-273680, JP-A 2010-
284088, JP-A 2011-50379, JP-A 2011-4674, etc.), una célula neuronal diferenciada a partir de una célula madre neural,
una célula iPS o similar, o células neuronales obtenidas de fibroblastos reprogramados o similares, pero no se limitan
a estos ejemplos.

El método de incremento de la eficacia de la sintesis de proteinas de acuerdo con la presente invencion contribuye de
manera Optima a incrementar la eficacia de la traduccién del ARN. El incremento de la eficacia de la sintesis de
proteinas indica que la eficacia de la sintesis de proteinas se incrementa en comparacién con un caso en el que no se
permite que la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencién o el vector de expresién
mencionado anteriormente coexistan con el ARN diana en un sistema. No se limita especialmente en qué medida se
incrementara la eficacia de la sintesis de proteinas. Sin embargo, es preferible que la cantidad de una proteina que se
vaya a sintetizar mediante el método de incremento de la eficacia de la sintesis de proteinas sea al menos 1,5 veces,
mas preferiblemente al menos 2 veces mas que la cantidad de una proteina que se va a producir en el caso en el que
no se permita que la molécula de ARN funcional coexista con el ARN diana en el sistema.

En un caso en el que se permite que la molécula de &cido nucleico funcional o el vector de expresién mencionado
anteriormente coexistan con el ARN diana en el sistema, la razén cuantitativa entre la molécula de &cido nucleico
funcional (o el vector de expresion) y el ARN diana no esta especialmente limitada. La razén cuantitativa entre ellos
puede ser, por ejemplo, de 1:1 a 1:10.

(Método para sintetizar proteinas)

El método de incremento de la eficacia de la sintesis de proteinas mencionado anteriormente de acuerdo con la
presente invencién se puede utilizar como un método de sintesis de proteinas. Es decir, un método de sintesis de
proteinas de acuerdo con la presente invencion es un método para producir una proteina diana, que comprende la
etapa de incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas mediante cualquiera de los métodos de incremento de la
eficacia de la sintesis de proteinas mencionados anteriormente. Es preferible que el método de sintesis de proteinas
permita la sintesis eficaz de la proteina diana mediante el incremento de la eficacia de la traduccién de la proteina a
partir del ARN diana.

En el método de sintesis de proteinas de la presente invencién, un ejemplo de la proteina que se va a sintetizar es un
anticuerpo, en particular que sintetiza una cadena ligera o pesada o ambas, del anticuerpo o de la versién
recombinante de cadena sencilla de un anticuerpo. La sintesis del anticuerpo se lleva a cabo preferiblemente en un
sistema in vitro o en un sistema celular aislado de manera que se pueda permitir que una molécula de acido nucleico
funcional de acuerdo con la presente invencion o el vector de expresion mencionado anteriormente coexistan, en el
sistema, con un ARN diana para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas.

(Método para tratar enfermedades)

La molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencion se puede utilizar para el tratamiento de
una enfermedad causada por una disminucién cuantitativa de una proteina normal predeterminada, por ejemplo. La
enfermedad no esta especialmente limitada, pero puede ser, por ejemplo; miodegeneracion tal como distrofia
muscular; enfermedad neurodegenerativa tal como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
esclerosis lateral amiotréfica y las enfermedades de repeticion de tripletes tanto a nivel de codificacién de proteinas
(es decir, enfermedad de Huntington) como a nivel de ADN/ARN (es decir, X Fragil).

Ademas, también se puede aplicar la presente invencién a un tumor mediante el incremento de la expresion de una
proteina proapoptotica o una proteina supresora de tumores para el tratamiento de tumores como, por ejemplo, para
los miembros de la familia p53.

Tal tumor, incluido un céncer, puede ser uno cualquiera de los tumores que incluyen, sin limitacién, carcinoma,
melanoma y sarcoma, carcinoma de vejiga, tumor cerebral, tumor de mama, tumor cervical, tumor colorrectal, tumor
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esofagico, tumor endometrial, carcinoma hepatocelular, tumor del estroma gastrointestinal, tumor de laringe, tumor de
pulmén, osteosarcoma, tumor de ovario, tumor de pancreas, tumor de préstata, carcinoma de células renales, tumor
de piel o tumor de tiroides.

Para obtener el incremento de la eficacia de la sintesis de proteinas, se permite que la molécula de acido nucleico
funcional de acuerdo con la presente invencién o el vector de expresién antes mencionado coexistan, en el organismo
de un sujeto, con un ARN diana. La propia molécula de acido nucleico funcional o un vector de expresién mencionado
anteriormente se transfectan a una célula del sujeto. El ARN diana puede ser un ARN endégeno (ARNm o similar) en
la célula del sujeto o ARN sintetizado artificialmente. Alternativamente, el ARN diana o una molécula de ADN que
codifica el ARN se pueden transfectar a la célula del sujeto.

Adicionalmente, la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencién es aplicable al
tratamiento de una enfermedad mediante la amplificacion en el organismo de un sujeto de un factor proteico (p. €j.,
interferén, un factor inductor de apoptosis o similar) que mejora la enfermedad. Por ejemplo, un factor inductor de
apoptosis amplificado de acuerdo con la presente invencién se puede utilizar eficazmente para el tratamiento de
tumores o similares.

Cuando se permite que la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencién o el vector de
expresion mencionado anteriormente coexistan con un ARN diana que codifica una proteina que mejora una
enfermedad en el organismo de un sujeto, el ARN diana hibrida con el antisentido en la secuencia determinante de la
diana de la molécula de &cido nucleico funcional. La propia molécula de acido nucleico funcional o el vector de
expresion mencionado anteriormente se transfectan a una célula del sujeto. EI ARN que codifica la proteina que mejora
la enfermedad puede ser un ARN enddgeno en la célula del sujeto. Alternativamente, el ARN que codifica la proteina
que mejora la enfermedad o una molécula de ADN que codifica el ARN se pueden transfectar a la célula del sujeto.

La molécula de acido nucleico funcional se puede utilizar como un pretratamiento para una célula aislada que va a ser
trasplantada al organismo del sujeto. La célula se puede aislar del organismo del sujeto antes del tratamiento y el
trasplante. Se puede permitir que la molécula de acido nucleico funcional de acuerdo con la presente invencién
coexista en una célula aislada con un ARN diana; y a continuacion la célula puede trasplantarse al organismo de un
sujeto. Una célula aislada puede ser una célula que tiene capacidad de diferenciacién, por ejemplo, una célula madre
embrionaria (célula ES), una célula germinal embrionaria (célula EG), una célula madre soméatica, especialmente una
célula progenitora adulta multipotente, una célula madre, una célula madre hematopoyética, una célula madre
endotelial vascular, una célula madre mesenquimatosa, una célula madre hepatica, una célula madre neural, una
célula madre endotelial, una célula madre pancreatica, una célula germinal primordial o una célula de diferenciacién
multilinaje como una célula Muse (Kuroda et al., 2010, PNAS). Ademas, una célula aislada puede ser también una
célula artificial indiferenciada, por ejemplo, una célula madre embrionaria de transferencia nuclear o una célula que
adquiere la capacidad pluripotente mediante transferencia génica y/o tratamiento con un compuesto quimico, como
una célula madre pluripotente inducida (célula iPS (documentos W0O2007/069666, JP-A 2010-273680, JP-A 2010-
284088, JP-A 2011-50379, JP-A 2011-4674, etc.)). Adicionalmente, una célula aislada también puede ser un
fibroblasto o una célula somatica adulta que adquirié la capacidad de convertirse en otra célula somatica tras la
reprogramacion. Ademas, después de la etapa (a) pero antes de la etapa (b), la célula aislada se puede cultivar
indiferenciada. Alternativamente, después de la etapa (a) pero antes de la etapa (b), la célula aislada se puede
diferenciar para obtener una célula diferenciada o un grupo de células diferenciadas (lamina de células o similar), y la
célula diferenciada o el grupo de células diferenciadas se pueden trasplantar al organismo.

El sujeto indica animales, en donde los animales incluyen un ser humano, preferiblemente mamiferos, incluido un ser
humano, mas preferiblemente un ser humano. Adicionalmente, el sujeto incluye generalmente (a) uno que ya ha
mostrado los sintomas de una enfermedad y (b) uno que tiene una causa predisponente genética pero que todavia no
ha mostrado los sintomas de una enfermedad. En vista de esto, el concepto de "tratamiento” en la presente invencién
incluye el tratamiento terapéutico y el tratamiento preventivo de una enfermedad.

[Ejemplo]

La presente invencién se describird a continuacién mas especificamente basandose en Ejemplos, Ejemplos
Comparativos y similares. Transcripcion antisentido en el locus sintético PARKS/Uchl1.

El clon Rik6430596G22 de FANTOM2 se identific6 como un supuesto ARN no codificante AntiSentido (AS) empalmado
(ARNNc9 del gen 7 de la ubiquitina hidrolasa carboxi terminal 1 (UCHL1) (Experimento 1). UchLl es una proteina
restringida a neuronas que actia como enzima desubiquitinante, ubiquitina ligasa o estabilizador de monoubiquitina
(Referencia 1; Liu, Y., Fallon, L., Lashuel, H.A., Liu, Z. y Lansbury, P.T., Jr. The UCH-L1 gene encodes two opposing
enzymatic activities that affect alpha-synuclein degradation and Parkinson's disease susceptibility. Cell 111, 209-218
(2002). Referencia 2; Osaka, H., et al. Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 binds to and stabilizes monoubiquitin
in neuron. Hum Mol Genet 12, 1945-1958 (2003)). Esta mutada en una forma autosémica dominante de PD (PARKS5)
(Referencia 3; Leroy, E. et al. The ubiquitin pathway in Parkinson's disease. Nature 395, 451-452 (1998)). En la
sustancia negra (SN) de cerebros post-mortem esporadicos, la expresién de UchL1 se encontré reducida y
correlacionada con la formacion de agregados de aSYN. La pérdida de actividad de Uchl1 también se ha asociado
con la demencia con cuerpos de Lewy (DCL) y la enfermedad de Alzheimer (EA). El aumento de la expresion de Uchl1
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se ha propuesto como estrategia terapéutica para la EA ya que su expresion ectdpica rescatd la pérdida inducida por
beta-amiloide de la funcién sinaptica y la memoria contextual en un modelo de raton (Referencia 1, Referencia 4;
Butterfield, D.A. et al. Redox proteomics identification of oxidatively modified hippocampal proteins in mild cognitive
impairment: Insights into the development of Alzheimer's disease. Neurobiol Dis 22, 223-232 (2006)., Referencia 5;
Castegna, A., et al. Proteomic identification of oxidatively modified proteins in Alzheimer's disease brain. Parte I
dihydropirimidinase-related protein 2, alpha-enolase and heat schock cognate 71. J Neurochem 82, 1524-1532 (2002).
Referencia 6; Choi, J. et al. Oxidative modifications and down-regulation of ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1
associated with idiopathic and Alzheimer's diseases. J Biol Chem 279, 13256-13264 (2004)).

Rik6430596G22 es un transcrito de cabeza a cabeza en 5' tipico que se inicia dentro del segundo intron de Uchl1 y
se solapa con los primeros 72 nt del ARNm efector (S), incluido el codon AUG (Experimento 1). La parte no solapante
del transcrito también contiene dos secuencias repetitivas integradas, SINEB2 y Alu, identificadas por Repeatmasker.
El clon de ADNc de FANTOM2 abarca una regién genémica de 70 kb y es un transcrito empalmado compuesto por
cuatro exones cuyas uniones de intrones siguen la regla tradicional de GT-AG (Experimento 2). En la parte restante
de la divulgacion, se hace referencia a Rik6430596G22 como un transcrito antisentido natural para Uchl1 (AS Uchl1).

AS Uchl1 incrementa los niveles de proteina UchL1 con un mecanismo que requiere una repeticion SINEB2 invertida
integrada.

Después se examino la interaccion entre los transcritos S y AS. Después de clonar el ADNc de longitud completa para
AS Uchl1 a partir de células MN9D con amplificacién rapida 5' de los extremos del ADNc (RACE), se expres6 en
exceso transitoriamente un AS Uchl1 impulsado por CMV en células dopaminérgicas MN9D vy los niveles de proteina
y ARNm de Uchl1 enddgenos se controlaron mediante gRT-PCR vy transferencia Western. Aunque no se observo
ningun cambio significativo en los niveles endégenos de ARNm de Uchl1, se detecté una regulacion por incremento
fuerte y reproducible del producto proteico UchL1 en 24 horas (Experimento 3). Los autores de la presente invencion
sometieron a prueba si la cotransfeccion de ambos ADNc en células HEK que no expresaban ninguno de los transcritos
podria recapitular lo que se observo en las células MN9D. Cuando se cotransfectaron cantidades crecientes de AS
Uchl1 con Uchl1 murino, se registrd una regulacion por incremento de la proteina UchL1 dependiente de la dosis en
ausencia de cualquier cambio significativo en el nivel de ARNm de Uchl1 exdgeno (Experimento 4). Este efecto
especifico no se observd para controles no relacionados tales como GFP. Para identificar secuencias y/o elementos
estructurales del ARNm de AS Uchl1 que provocan su actividad funcional sobre la proteina UchL1, se produjeron y
sometieron a prueba mutantes por delecion en células MN9D, asi como en la cotransfeccién en células HEK. Las
construcciones de delecién de AS Uchl1 que carecian del primer exdn 5' (AS Uchl1 A 5'), o los ultimos tres exones
(AS Uchl1 A 3') no lograron inducir los niveles de proteina Uchl1 en los modelos de células MN9D y HEK, lo que
sugiere que los componentes tanto 5' como 3' eran importantes para la funcién de AS Uchl1 (Experimento 5).

Por tanto, se sintetizaron mutantes de delecién adicionales para evaluar el papel de las secuencias repetitivas
integradas, Alu y SINEB2, en la regulacion por incremento de la proteina UchL1.

La deleciéon dirigida de la regién que contiene los elementos repetidos tanto SINEB2 como Alu (AS Uchli A
SINEB2+ALU) impidi6 la induccién de la proteina Uchl1. La delecién de un solo elemento repetitivo, (A-SINE B2 (764-
934) y A-ALU (1000-1045), reveld que SINEB2 era la regién funcional del transcrito requerida para el incremento de
la proteina UchL1 (Experimento 6). En ningln caso se detectd ningn cambio en el nivel de ARNm de Uchl1 por
transfeccion de construcciones de delecién y de tipo salvaje de AS Uchl1.

Ademas, el mutante A-SINEB2 tiene una actividad negativa dominante sobre el AS Uchl1 de longitud completa.

Dado que el mutante por delecion A-SINEB2 carece de 170 nucleétidos que potencialmente alteran la estructura
secundaria del ARN de AS Uchl1, se produjo un mutante con la secuencia de SINEB2 volteada entre los nucleétidos
764-934. Curiosamente, SINEB2 volteado no pudo aumentar los niveles de proteina UchL1, lo que demuestra la
actividad dependiente de la orientacién del dominio SINEB2 integrado en AS Uchl1 (Experimento 6).

Los pares S/AS con una repeticién SINEB2 invertida integrada en el transcrito AS identifican una nueva clase funcional
de ARNnNc:

La coleccion FANTOMS3 de ADNc no codificantes se escrutd bioinformaticamente en busca de otros ejemplos de
transcritos de AS naturales que contuvieran elementos SINEB2 (subclase B3) en la orientacién correcta y 5' cabeza a
cabeza que se solaparan con un gen que codificara una proteina. Esto identifico 31 pares S/AS similares a la estructura
de Uchl1/AS Uchl1 (Experimento 7).

Para someter a prueba si la observacion de Uchl1/AS Uchl1 se generaliza a otros ejemplos, se clon6 y expresé en
exceso el transcrito solapante de AS de Uxt (transcrito expresado de forma ubicua), AS Uxt (Rik4833404H03). La
transfeccion de AS Uxt en células dopaminérgicas MN9D mostrd una regulacion por incremento del producto proteico
Uxt sin cambios en los niveles totales de ARNm, lo que confirma que esta funcionando un mecanismo mas general
(Experimento 8).
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AS Uchl1 es un transcrito nuclear enriquecido expresado en neuronas dopaminérgicas:

La RT-PCR multiplex en un panel de tejidos adultos de ratén, regiones cerebrales disecadas macroscopicamente y
lineas celulares neuronales encontradas como expresion de AS Uchl1 estaba restringida al mesencéfalo ventral, la
corteza y las células dopaminérgicas MN9D, pero ausente en los tejidos y las lineas celulares no neuronales. La
hibridacion doble in situ con ribosondas dirigidas a la regién no solapante de Uchl1 mostr6 que el ARNm prevalecia
en el citoplasma de las células del hipocampo, la corteza y las regiones subcorticales, asi como en el mesencéfalo
dorsal y ventral. La ribosonda AS Uchl1 decor6 estructuras similares. Una combinacion de doble hibridacién in situ
con inmunohistofluorescencia anti-tirosina hidroxilasa mostr6 que los ARNm para Uchl1 y AS se expresaban en las
mismas neuronas DA del SN. Curiosamente, los transcritos para el par S/AS se localizaron predominantemente en
dos compartimentos subcelulares diferentes: el ARNm de Uchl1 maduro se observé principalmente en el citoplasma,
mientras que el ARN AS era nuclear, acumulandose en regiones subnucleares especificas (Experimento 9). El 50%
de los transcritos celulares se ha encontrado recientemente enriquecido en el nlcleo representando principalmente
ARNnNc con funcion desconocida. Los ARN de retencién nuclear tienden a acumularse en zonas, denominadas
"paraspeckles" (compartimentos de forma irregular del espacio intercromatinico de nucleo), que se asemejan mucho
a los sitios de localizacién de AS Uchl1 y cuya asociacion esta regulada por SINE integrados (Referencia 7; Chen,
L.L., DeCerbo, J.N. Y Carmichael, G.G. Alu element-mediated gen silencing. Embo J 27, 1694-1705 (2008)).

Aprovechando RACE, se mapeo el sitio de inicio de la transcripcion (TSS) preciso del gen AS Uchl1 en células MN9D.
Como se muestra en el Experimento 2, el TSS se encuentra 250 pb aguas arriba de la secuencia anotada previamente
y esta localizado en el segundo intr6n de Uchl1.

AS Uchl1 estéa regulado por disminucion en modelos neuroquimicos de EP y cerebros humanos post-mortem:

A continuacion, se compar6 una region de 70 kb del genoma de ratéon que abarcaba el locus AS UchL1 con la
secuencia genémica humana correspondiente utilizando el alineamiento Genome Vista (http://genome.lbl.gov/cgi-
bin/GenomeVista). Mediante el uso de cebadores disefiados sobre la secuencia humana en correspondencia con los
picos de CST, se clond un transcrito no codificante de 1,6 kb, 5' cabeza a cabeza AS para el gen UCHL1 humano, a
partir de ARN de cerebro humano. La organizacion anatémica del gen hAS UCHL1 fue muy similar a su contraparte
de ratén, incluida la extensién de la region solapante del par S/AS, asi como la presencia de elementos repetitivos
integrados. La expresion de hAs UCHL1 estaba muy restringida a los tejidos neuronales como se encontrd en el raton.

La sintesis de la proteina UCH-L1 se incrementa con el tratamiento con rapamicina a través del transporte del nicleo
al citoplasma del ARN de AS Uchl1 y el reclutamiento de ARNm de Uchl1 dependiente de AS a polisomas activos.

Hasta ahora, el ARNnc de AS puede incrementar los niveles de proteina S sin cambios en la cantidad de ARNm de S.
Dado que en condiciones fisiologicas el ARNm de S y el ARNnc de AS parecen estar localizados en diferentes
compartimentos subcelulares, se analizaron varios factores estresantes que se han implicado en la patogénesis de la
EP por su capacidad para redistribuir el ARNnc de AS nuclear en el citoplasma, donde tiene lugar la traduccién. Las
células MN9D se expusieron a perdxido de hidrégeno 1 mM, inanicién de suero, rapamicina a 1 ug/ml, tunicamicina
20 nM y TNFalfa 20 nM durante 45 minutos y el contenido de ARNm de AS Uchl1 se midi6 de forma independiente en
el citoplasma y el nicleo mediante gRT-PCR. La mayoria de los tratamientos no tuvieron ningun efecto, sin embargo,
la rapamicina regulé fuertemente la cantidad de ARNm citopldsmico de AS Uchl1 (Experimento 10).

La rapamicina es un inhibidor bien conocido de la traduccién dependiente de CAP a través de su efecto sobre mTORC1
y la subsiguiente represion de las actividades de S6K y 4E-BP1. Actualmente se prueba como farmaco contra el cancer
y se propone para ensayos clinicos de enfermedades neurodegenerativas. El bloqueo del inicio de la traduccién
mediado por rapamicina es capaz de rescatar la pérdida de células DA observada en moscas modificadas
genéticamente para inactivar la expresion del gen de parkina y pink1 asi como en aquellas que expresan en exceso
la mutacién dominante asociada a EP de LRRK2 (Referencia 8; Tain, L.S. et al. Rapamycin activation of 4E-BP
prevents parkinsonian dopaminergic neuron loss. Nat Neurosci 12, 1129-1135 (2009)). Ademas, protege las células
DA de mamiferos de la intoxicacion neuroquimica in vitro y en ratones (Referencia 9; Malagelada, C., Jin, Z.H.,
Jackson-Lewis, V., Przedborski, S. & Greene, L.A. Rapamycin protects against neuron death in vitro and in vivo models
of Parkinson's disease J Neurosci 30, 1166-1175 (2010), Referencia 10; Malagelada, C., Ryu, E.J., Biswas, S.C.,
Jackson-Lewis, V. & Greene, L.A. RTP801 is elevated in Parkinson brain substantia nigral neurons and mediates death
in cellular models of Parkinson's disease by a mechanism involving mammalian target of rapamycin inactivation. J
Neurosci 26, 9996-10005 (2006)). Recientemente, se demostr6 que la rapamicina previene la discinesia inducida por
L-DOPA, un efecto secundario motor grave comun del tratamiento sintomatico para la EP (Referencia 11; Santini, E.,
Heiman, M., Greengard, P., Valjent, E. & Fisone, G. Inhibition of mMTOR signaling in Parkinson's disease prevents L-
DOPA-induced dyskinesia. Sci Signal 2, ra36 (2009)).

Los efectos de la rapamicina sobre el contenido citoplasmico de AS Uchl1 se confirmaron por la presencia de una
disminucion concomitante en sus niveles de estado estacionario nuclear y por la ausencia de cualquier transcripcion
de novo de AS Uchl1 (Experimento 10). El contenido celular total de estos transcritos se mantuvo constante. El ARNm
de Uchl1 no mostré cambios en la distribucion subcelular, la transcripcion de novo o el contenido celular total.

A pesar del bloqueo en la traduccién dependiente de CAP, tras el tratamiento con rapamicina, el nivel de proteina
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UchL1 se incrementd varias veces (Experimento 11).

Los autores de la presente invencion evaluaron si se requeria AS Uchl1 para la induccion de UchL1. A continuacion,
se establecieron lineas celulares MN9OD estables que expresaban constitutivamente ARNhc para AS Uchl1, dirigidas
a la region promotora de AS Uchl1 de -4 a +15 nt alrededor del TSS validado por RACE (Referencia 12; Hawkins,
P.G., Santoso, S., Adams, C., Anest, V. y Morris, K.V. Promoter targeted small RNAs induce long-term transcriptional
gene silencing in human cells. Nucleic Acids Res 37, 2984-2995 (2009)). Como se esperaba, las células
desorganizadas mostraron una regulacion por incremento de la proteina UchL1 como en la linea parental MN9D,
mientras que las células que expresaban ARNhc para AS Uchl1 carecian de cambios en los niveles de proteina UchL1,
lo que demuestra un vinculo causal entre la induccién por rapamicina de la proteina Uchl1 y la expresion de ARNnc
de AS Uchl1 (Experimento 12). Como modelo independiente, se establecieron lineas celulares estables con expresién
de un mutante negativo dominante de AS Uchl1 (A-SINEB2). Cuando las células de control MN9D estables para el
vector vacio se trataron con rapamicina, se encontr6 que la proteina UchL1 se incrementaba. En presencia de la forma
negativa dominante de AS Uchl1, esta regulacion por incremento ya no era visible (Experimento 13).

Un modelo para el incremento dependiente de AS en los niveles de proteina codificada por S tras el tratamiento con
rapamicina:

En células en crecimiento, la sefalizacién de mTORC1 es necesaria para la proliferacién y controla la maquinaria de
traduccion dependiente de CAP a través de la fosforilacion de sus sustratos aguas abajo 4E-BP y S6K. El farmaco
citostatico rapamicina inhibe la actividad de mTORC1 que conduce al bloqueo de la traduccion dependiente de CAP.
Aqui, los autores de la presente invencion muestran que en estas condiciones se requiere la transcripcion de AS para
la sintesis de proteinas de ARNm seleccionados. Tras la adicion de rapamicina, el ARNnc AS Uchl1 enriquecido
nuclear se transporta al citoplasma donde recluta los ARNm de su compafiero que codifica la proteina S a los
polisomas para su traduccion.

AS Uchl1 es, por tanto, el miembro representativo de una nueva clase funcional de ARNnc que estan asociados a
pares S/AS en el genoma de los mamiferos y parece estar compuesto por dos dominios. La region de solapamiento
en el 5' proporciona especificidad a un comparnero de ARNm que codifica una proteina transcrito a partir de la hebra
complementaria. Se requiere un elemento SINEB2 invertido en 3' para la activacién de la traduccién, lo que representa
una nueva funcién para SINEB2 integrado en el citoplasma.

Se ha propuesto la manipulacién de la expresion de Uchl1 in vivo para la intervencion terapéutica en enfermedades
neurodegenerativas, incluidas la EP y la EA. Los transcritos de AS naturales con elementos repetitivos integrados
pueden representar herramientas moleculares enddgenas para incrementar la sintesis de proteinas de ARNm
seleccionados que definen una nueva clase potencial de terapias de ARN.

La rapamicina se encuentra actualmente bajo un intenso escrutinio en la investigacién biomédica como agente
neuroprotector para enfermedades neurodegenerativas y como farmaco contra el cancer. En ratones, la rapamicina
previene la discinesia inducida por L-DOPA, un efecto secundario motor grave comun del tratamiento sintomatico de
la EP. Ademas, protege a las neuronas de la apoptosis tanto en modelos genéticos de Drosophila como de intoxicacion
neuroquimica en mamiferos, lo que la convierte en una molécula atractiva para terapias antiparkinsonianas
(Referencia 11; Santini, E et al., (2009)). Por tanto, es importante comprender mejor sus modos de accion in vivo y su
interaccion con las vias implicadas en casos familiares de EP, como se muestra aqui para Uchl1. El papel de la
transcripcion de AS en la sintesis de proteinas inducida por rapamicina afiade un cambio inesperado a sus actividades.

La AS sintetizada artificialmente para aumentar la expresion de EGFP o la expresion de anticuerpos regula por
incremento la expresion de cada diana en la célula:

Los autores de la presente invencién probaron si se puede lograr o no un incremento sintesis de proteinas en un ARN
sintético insertando un antisentido de una secuencia determinante de la diana de 72 nt de longitud a la proteina
fluorescente verde mejorada (EGFP) en la secuencia apropiada en AS Uchl1. Como en el Experimento 14, se diseid
la expresion del AS artificial para regular por incremento la expresién de EGFP. Los fragmentos que codifican el AS
artificial se clonaron en el vector pcDNAS.1 (Invitrogen). Esto demuestra que una molécula de acido nucleico funcional
con una secuencia determinante de la diana y una secuencia reguladora puede incrementar la eficacia de la sintesis
de proteinas de cualquier gen de interés.

De la misma manera, el anticuerpo se puede aplicar como se muestra en el Experimento 15. Se disefi6é un AS artificial
para regular por incremento un anticuerpo recombinante para dirigir a la secuencia lider del anticuerpo recombinante
(el solapamiento tiene 72 pb alrededor de ATG) y se integrd en el vector (AS Fc). También se produjo como control
un AS artificial que comprendia una secuencia desorganizada como secuencia determinante de la diana
(Desorganizada) (Fig. 15). La secuencia diana del anticuerpo se incluy6 en los vectores pHYGRO (pHYGRO). La linea
celular HEK se cotransfecté con pHYGRO y AS Fc o control. La transfeccion transitoria en células HEK produjo una
regulaciéon por incremento especifica de AS Fc del anticuerpo recombinante en productos lisados celulares. AS Fc
incrementa los niveles de proteina codificada en células HEK transfectadas, mientras que una secuencia solapante
desorganizada o un plasmido vacio no lo hacen, detectado a través de la etiqueta SV5.

Para un examen mas detallado (Experimento 16), la linea celular HEK se transfect6 con el vector de expresion de
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EGFP pEGFP-C2 (Clontech) con Lipofectamine 2000 (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A
continuacion, se seleccionaron los transfectantes que expresaban de manera estable una baja expresién de EGFP.
AS GFP comprende la secuencia determinante de la diana contra EGFP y se disefi¢ artificialmente para aumentar la
eficacia de la sintesis de la proteina EGFP (Fig. 16). Los transfectantes estables se transfectaron adicionalmente con
el vector que codificaba AS GFP o con el vector de control. Después de 24 horas o0 48 horas desde la transfeccion de
la construccion de AS GFP o el vector de control, las células se recogieron y lisaron. El nivel de GFP en el producto
lisado celular se controld6 mediante transferencia Western. La baja expresion de EGFP en el transfectante se
increment6 mediante la transfeccion de la construccion de AS GFP (Fig. 16).

En un experimento adicional, se ha sintetizado una construccidon con una secuencia determinante de la diana que se
solapa durante 44nt a la cadena principal del plasmido hasta el codén ATG para EGFP. Esta construccion (SINEup005)
incrementa la sintesis de proteinas del gen diana de manera muy eficaz (mas de 10 veces).

Por lo tanto, esta es una de las evidencias de que el nuevo tipo de AS que encontraron los autores de la presente
invencion se puede disefar artificialmente siempre que la molécula de acido nucleico funcional incluya una secuencia
determinante de la diana que comprenda una secuencia antisentido para una secuencia diana en el ARN que codifica
la proteina para el cual se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas y una secuencia reguladora que
tenga la actividad de incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas.

Métodos
Plasmidos

Fragmento RACE: La UTR 5' de AS Uchl1 se amplificé mediante PCR para RACE (GeneRacer, Invitrogen) mediante
ARN total de MN9D vy se cloné en el vector P GEM®-T Easy (Promega).

AS Uchl1 de longitud completa: la secuencia de ADN de longitud completa de AS se amplificé mediante PCR de fusion
a partir del fragmento RACE y el clon FANTOM Rik 6430596G22 con los siguientes cebadores mAS Uchl1 fl Directo 5'-
ACAAAGCTCAGCCCACACGT-3' (SEQ ID NO: 13) y mAS Uchl1fl Inverso 5-CATAGGGTTCATT-3' (SEQ ID NO: 14).

Uchl1: EI ARNm de Uchl1 de raton se cloné a partir de FANTOM 2900059022 con los siguientes cebadores:
mUchliDirecto  5-ATGCAGCTGAAGCCGATG-3' (SEQ ID NO: 15) 'y  mUchl1 Inverso  5'-
TTAAGCTGCTTTGCAGAGAGC-3' (SEC ID NO: shRNA: 16): Los oligo que contienen la secuencia -14/+4 alrededor
del TSS de AS Uchl1 CGCGCAGTGACACAGCACAAA (SEQ ID NO: 17) se clonan en el vector pSUPER.retro.puro
(OligoEngine, Seattle, WA), se utiliz6 la secuencia desorganizada como control.

Mutantes por delecion:
A5'": mAS Uchl1 fl Directo y A 5'AS Uchl1 Inverso 5' TACCATTCTGTGCGGTGCA-3 '(SEQ ID NO: 18).
A3' : mAS Uchl1 Directo GACCTCCTCTAGCACTGCACA-3' (SEQ ID NO: 19) y mAS Uchl1 fl Inverso.

Para mutantes por delecién fina, el fragmento de PCR | se clona en el sitio Nhel-EcoRIl en PcDNAS.1- y el fragmento
de PCR Il en el siguiente sitio EcoRI-Hindll.

AS Uchl1 A (Alu + SINEB2):

Fragmento de PCR I: mAS Uchl1 fl Directo y pre-SINE B2 Inverso 5-CAATGGATTCCATGT-3' (SEQ ID NO: 20).
Fragmento de PCR II: post-ALU Directo 5-GATATAAGGAGAATCTG-3 '(SEQ ID NO: 21) y mAS fl Inverso.

AS Uchl1 A (Alu):

Fragmento de PCR I: mAS Uchl1 fl y pre-Alu Inverso 5-TTATAG TATGTGTTGTC-3' (SEQ ID NO: 22). Fragmento de
PCR II: post-ALU Directo 5'-GATATAAGGAGAATCTG-3' (SEQ ID NO: 23) y mAS fl Inverso clonado en el sitio EcoRlI-
Hindll.

AS Uchl1 A (SINEB2):

Fragmento de PCR I: mAS Uchl1 fl Directo y pre-SINE B2 Inverso 5'-CAATGGATTCCATGT-3' (SEQ ID No: 24).
Fragmento de PCR II: post-SINE B2 Directo 5-GAATTCCTCCAGTCTCTTA-3' (SEQ ID NO: 25) y mAS fl Inverso.

AS uchll (Alu + SINEB2) volteado: fragmento de PCR I: obtenido con SINE B2 Directo dentro de 5'-
TGCTAGAGGAGG-3' (SEQ ID NO: 26) y Alu volteado1 Inverso 5'- GTCAGGCAATCC -3' (SEQ ID NO: 27) se clonan
en el sitio EcoRI Unico de AS Uchl1 A (Alu + SINEB2). AS uchl1 SINEB2 volteado: el fragmento de PCR obtenido con
SINE B2 Directo dentro de 5'-TGCTAGAGGAGG-3' (SEQ ID NO: 28) y SINE volteado Inverso 5-AAAGAGATGGC-3'
(SEQ ID NO: 29) se clonan en el Sitio EcoRI de AS Uchl1 A (SINEB2).

Células

Se sembraron células MN9D en placas de Petri de 10 mm en medio de Eagle modificado de Dulbecco que contenia
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10% de suero bovino fetal y penicilina (50 unidades/ml), estreptomicina (50 unidades/ml). Los tratamientos se
realizaron anadiendo Rapamicina (R0395, Sigma) a una concentracion final de 1 ug/ml en medio de nueva aportacion
durante 45 minutos.

Para el establecimiento de células estables MN9D (ARNip -15/+4, ARNip desorganizado, pcDNA 3.1- y A SINE B2),
se sembraron células MN9D en placas de Petri de 100 mm y se transfectaron con Lipofectamine 2000 (Invitrogen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, el dia después de que las células se sembraran para la seleccién con
500 uM de neomicina (num. N1142, Sigma). Las células HEK-293T se cultivaron en DMEM (GIBCO) con un
suplemento de suero bovino fetal al 10% (Sigma-Aldrich), 100 unidades/mL de penicilina y estreptomicina de 100
pum/ml (Sigma) a 37°C en una incubadora con CO2 humidificada.

PCR

Analisis de PCR: Se extrajo el ARN total utilizando reactivo Trizol (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se someti6 a tratamiento con ADNasa | (Ambion) y se retrotranscribié 1 ug utilizando el Kit de Sintesis de
ADNCc iScript (BioRad). La qRT-PCR en tiempo real se llevo a cabo utilizando colorante fluorescente verde Sybr (2X
iQ5 SYBR Green supermix, BioRad). Se utilizaron actina y GAPDH como patron interno. La cuantificacion relativa se
realiz6 con el método Ct comparativo.

Actina: efector 5-CACACCCGCCACCAGTTC-3' (SEQ ID NO: 30), antisentido 5-CCCATTCCCACCATCACACC-3'
(SEQ ID NO: 31).

Gapdh: efector 5-GCAGTGGCAAAGTGGAGATT-3' (SEQ ID NO: 32), antisentido 5-GCAGAAGGGGCGGAGATGAT-
3' (SEQ ID NO: 33).

Solapamiento AS Uchl1: efector 5-GCACCTGCAGACACAAACC-3' (SEQ ID NO: 34), antisentido 5'-
TCTCTCAGCTGCTGGAATCA-3' (SEQ ID NO: 35).

AS Uchl1: 5'CTGGTGTGTATCTCTTATGC (SEQ ID NO: 36) antisentido 5CTCCCGAGTCTCTGTAGC (SEQ ID NO: 37).

Uchl1: efector 5-CCCGCCGATAGAGCCAAG (SEQ ID NO: 38), antisentido 5'-ATGGTTCACTGGAAAGGG-3' (SEQ
ID NO: 39).

ASUchl1 pre ARN: 5-CCATGCACCGCACAGAATG-3' (SEQ ID NO: 40), 5-GAAAGCTCCCTCAAATAGGC-3'
antisentido (SEQ ID NO: 41).

ARN pre_AO ribosémico efector 5-TGTGGTGTCCAAGTGTTCATGC-3' (SEQ ID NO: 42), antisentido 5'-
CGGAGCACCACATCGATCTAAG-3 (SEQ ID NO: 43).

AS_Uxt: efector 5-CAACGTTGGGGATGACTTCT (SEQ ID NO: 44), antisentido 5-TCGATTCCCATTACCCACAT
(SEQ ID NO: 45);

Uxt: efector 5'-TTGAGCGACTCCAGGAAACT-3' (SEQ ID NO: 46), 5-GAGTCCTGGTGAGGCTGTC-3' antisentido
(SEQ ID NO: 47).

La RT PCR multiplex se realizé con el Sistema de RT-PCR SuperScript® Il One-Step con ADN Polimerasa Taq
Platinum® (Invitrogen). Se incubaron 500 mg de ARN tratado con ADNasa total con cebadores inversos para Gapdh,
Uchl1, AS Uchl1. La reaccién se realizd durante 60 minutos a 60 grados.

Después, cada volumen se dividié en tres y se afadieron cebadores directos a una concentracién final de 200 nM a
la reaccion. La reaccion de PCR comprendié 40 ciclos de 95 grados durante 15 segundos, seguidos de 60 grados
durante 45 segundos y 68 grados finales durante 30 segundos.

Transferencia Western

Las células se lisaron en tampdn de muestra SDS 2X. Las proteinas se separaron en gel de poliacrilamida-SDS al
15% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La inmunotransferencia se realiz6 con los anticuerpos
primarios: anti-Uchl1 (Sefalizacién Celular nim. 3524) 1:300 y anti-actina b (A5441, Sigma) 1:5000. Las senales se
revelaron después de la incubacion con anticuerpos secundarios recomendados conjugados con peroxidasa de rabano
picante mediante el uso de quimioluminiscencia mejorada para Uchl1 (sustrato nim. WBKLS0500 Immobilion Western
Chemioluminescent HRP) y reactivo de deteccion ECL (RPN2105, GE Healthcare).

Fraccionamiento celular

El fraccionamiento del nlcleo citoplasmatico se realizé utilizando el kit de separacion Nucleo Cytoplasmic (Norgen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se hizo eluir el ARN y se traté con ADNasa |. La pureza de la fraccién
citoplasmica se confirmé mediante gRT-PCR en tiempo real en ARN pre-ribosémico.
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Hibridacion in situ con dos colores (ISH)

Reactivos: anticuerpo anti DIG D8156 (Sigma); estreptavidina HRP RPN1231-100 UL (Amersham Bioscience); Mezcla
de marcaje DIG nam. 11277 073 910 (Roche) Mezcla de marcaje BIO nim. 11685597910 (Roche), Acido ribonucleico,
de transferencia de levadura de panaderia R8759 (Sigma), Acido desoxirribonucleico, de hebra sencilla de testiculos
de salmén D7656 (Sigma), Reactivo de bloqueo nim. 11096176001 (Roche), Sistema TSA Cy3 (Perkin Elmer,
Heidelberg, Alemania).

Después de la perfusién con formaldehido al 4%, el cerebro del raton se crioprotegié durante la noche en sacarosa al
30%. La hibridacion in situ se realiz6 en cortes de criostato (16 um). Las sondas efectora y antisentido fueron
generadas por transcripcion in vitro del ADNc que codifica los 600 pb distales del ADNc de Uchl1 de ratén y los ultimos
1000 pb de AS Uchl1 de raton. Las sondas para Uchl1 se marcaron con digoxigenina, las sondas para AS Uchl1 se
marcaron con biotina. La incorporacién tanto de biotina como de digoxigenina se comprobé mediante Transferencia
Northern. Los cortes se trataron previamente con peréxido de hidrégeno al 3% durante 30 minutos. La hibridacién se
realizé con sondas a una concentracion de 1 mg/ml (Uchli1) y 3 mg/ml para AS Uchl1 a 60°C durante 16 h. Para la
deteccion de ARN biotinilado, se utilizé estreptavidina-HRP 1:250 durante 2 horas en tampé6n TNB (Tris HCI pH 7,5
100 mM, NaCl 150 mM, Reactivo de Bloqueo al 0,5%), y las sefales se visualizan utilizando el Sistema TSA Cy3
después del lavado en tampén TNT (Tris HCI pH 7,5 100 mM, NaCl 150 mM, Tween al 0,05%).

La ISH en la sonda marcada con DIG se realizé incubando los cortes con anticuerpo monoclonal anti-DIG después de la
reaccion de TSA. Para combinar la ISH de ARN con inmunofluorescencia, los cortes se incubaron con el anticuerpo anti
TH (nim. AB152, Chemicon) 1:1000. A continuacion, las sehales se detectan con anticuerpo secundario conjugado con
colorante fluorescente 405 anti-conejo de cabra y 488 anti-ratdn de cabra. A continuacion, las secciones se lavaron, se
montaron con medio de montaje Vectashield (Vector lab) y se observaron en un microscopio confocal (Leica).

Muestras post-mortem de cerebro humano

Se obtuvieron muestras de cerebro del banco de cerebros del Instituto de Neuropatologia, Hospital de Bellvitge
(Universidad de Barcelona, Esparia). Las muestras fueron diseccionadas en autopsia con el consentimiento informado
de los pacientes o sus familiares y la aprobacion institucional del Comité de Etica de la Universidad de Barcelona. Los
cerebros se obtuvieron de casos de EP confirmados patolégicamente caucasicos y de controles de la misma edad
(Navarro et al., 2009). En resumen, todos los casos de EP habian padecido EP clasica, ninguno presentaba deterioro
cognitivo y su caracterizacion neuropatologica se realiz6 segun criterios establecidos. Los sujetos sanos de control
mostraron ausencia de sintomas neuroldgicos y de enfermedades metabdlicas y vasculares, y el estudio
neuropatoldgico no revelé anomalias, incluida la ausencia de enfermedad de Alzheimer y patologias relacionadas. El
tiempo entre la muerte y la preparacion del tejido estuvo en el intervalo de 3 a 5 horas.

Analisis bioinformatico

Para la identificacién de un ort6logo humano candidato de AS Uchl1, se realiz6 la conservacion entre seres humanos
y ratones en la regién del ortdlogo de AS uchli utilizando el navegador del genoma VISTA. Los autores de la presente
invencion seleccionaron parametros para etiquetas de secuencias conservadas (CTS) que tienen un minimo de 75%
de identidad entre el genoma del ratén y el humano. Para cada elemento conservado se disefié un cebador en la
regién humana homologa.

Para la identificacion de candidatos activadores de la traduccion adicionales, los autores de la presente invencion
buscaron ADNc de longitud completa de FANTOMS3 que fueran ARN no codificantes y se superpusieran al extremo 5'
de los transcritos codificantes en una configuracion de cabeza a cabeza [PMID: 16141072]. El conjunto filirado de
8535 transcritos de ARNc de FANTOMS descrito por Nordstrom et al. 2009 (Nordstrom, K.J. et al. Critical evaluation
of the FANTOM3 non-coding RNA transcripts. Genomics 94, 169-176 (2009)) se utilizé6 como punto de partida de los
autores de la presente invenion. Las ubicaciones gendmicas de estos transcritos de ARNnc y los transcritos
codificantes de REFSEQ (Maglott, D.R., Katz, K.S., Sicotte, H. y Pruitt, K.D. LocusLink y RefSeq de NCBI. Nucleic
Acids Res 28, 126-128 (2000)) se extrajeron de los alineamientos en el navegador UCSC Genome (Kent, W.J. et al.
The human genome browser at UCSC. Genome Res 12, 996-1006 (2002)) para identificar un conjunto de 788 pares
codificantes-efectores:no codificantes-antisentido. A continuacién, se comprobaron los ARNnc mediante
RepeatMasker para identificar secuencias relacionadas con SINEB2 (Smit, AFA, Hubley, R & Green, P. RepeatMasker
Open-3.0.1996-2010 <http://www.repeatmasker.org>). Esto redujo el nimero de pares a 127 transcritos codificantes
de proteinas con superposicion en el extremo 5' (60 con una versién de hebra efectora de la repeticion, 53 con una
version antisentido y 14 con versiones efectora y antisentido).

El alineamiento de los elementos relacionados con SINEB2 se llevd a cabo utilizando Clustalw
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html. A partir de este andlisis, los transcritos solapantes antisentido con
una repeticion mas parecida a la de Uchl1-as y en la misma orientacion fueron elegidos para pruebas experimentales
(Uxt1-AS).

Secuencias

Como ejemplo, la siguiente es una lista de secuencias que son complementarias a los ARNm que codifican proteinas.
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Contienen una fraccién que proporciona ejemplos de una secuencia determinante de la diana [ahora resaltada en azul
claro] y una secuencia reguladora [ahora resaltada en rojo]. La secuencia reguladora en esta lista de antisentido natural
es tan corta como 89 nucleétidos en este ejemplo. La longitud de las secuencias adaptadoras en esta lista parcial de

ARN antisentido es tan corta como 44 nt.

Debajo de cada secuencia hay un resumen de los alineamientos con los elementos de retrotransposon segun lo

determinado por el programa Repeatmask.

ARK078321 (AS Uchll)
AR0728321.1 (SEQ ID No:7)

ES 2855577 T3

aaacgatgctcttggaggatagggacagagactgcgcgcecgecgeccactcactitgttcagcatctgaaageccaaa
;qccaaqaqgaaactgataa:acaac:caatga:tceqct-ccgagctg:aqctaagfgtqagcc::a:ttc:cc

cgaagcgacccagcagctatgecttaceoteggggttaatoteocateggettcaget

ttegeggatggeace

tgcagacacaaaccogaggagcecgaaaaaacagecggtggagecgoccaggetgetgttataaagegoaggecte

gotcactgggaaagoctgagoaggggagacgggagecagaaacaagocagaggaggaaggocaaga ctogaact
< tacaagccaagoecoccccaaaccitigcagtctcactcgecgaa

gtctcottaaaaaacaaacaaacgaacgaacagcaagggagetgggtatgacaacacata
ctataattctagtactcaggatgotgaaacaggaggattgectgactgggagatataaggagaasctgrtgscac
ccccacccctccccataaaggcagaataaaagaacgtcctataaacaaataaacaaacaacccaataaaacaaaa
SCaagatciciccaccittiotitgottttitcagactittgtaataaggccctittggagtgocaggatattcggcrayg
gacaagragagagggagaccatcagtictttotttgatcaagaagactatgttccttagraaactggtgtgtatt
atctcttatgcaatgageetggaaagagggeacagecaccgaggatggtacagecatggatggatggtacgetaca
gagactogggageccaactgtgagtggotgactggratggtaggttcagggaagaattggectgtgaagaaaatyg
ttcttgaaaagtgaacaaggtgcaggaggtaggagtgggtecctgggcaaagcagggggtgcatcccagectcagyg
gaatagcacagcagaggtctgttgatgcatgcgagtgcatgacctigcectigeccaatagacgatcaagaatgggcaa
agcatcatgggtgatgagtgggagaggggatgagacattcctttcteccctgetgagactteccattgaaccgatga
gttctgaatagaagatgceccccccaccecceccaccagtgtagaatctgaagggaggcatatattaccctatatta
cTctgtgttggcggcgagctatctgacagccaaccttcccatacatttcattgggcatacactaatgacaggaag
tecttItgcttgtatgraagagatggctcacacgatggagaatttaatcttgttagtttgttatttatgtgstce
tAaaAtTTTgttTCcaATAAAAATgAAACACECCTATY

En negrita region solapante (Uchl1) la cursiva son 72 pb

[Elnuclectido CAT recuadrado es complementario al ATG de inicio de CDS |

SW perc perc perc problema posicion en problema repeticion coincidente
DOSICIOH en repetucnon X
puntuacioniiv. del. ins. secuencia (izquierda) clase/familia
inicio.  fin repeticion 1D

701 15.7 1.2 10.3 2AK078321.1 S21 €950 (99S) C B3 BINEINS (€0)
15¢ i i

303 29.2 2.1 0.0 AK078321.1 730 802 (€83) +B1rFl SINE/Aln 1
77 (s0) 2
EVIDENCIA DE ANOTACION:

701 19.671.1810.26 AKQ078321.1 s21 €90 §5S CB3 SINE/B2 1
15¢ €2 ¢
AK078321.1 521 s:cc--acrscracascac TCAGAAGAGGGCATIGGATCCCCCAGAACT S63

-- i
C B3#SINE/B2 156 GT GCCTGG‘!GCCCG"SoAGGC"AGAAGAGGGCG cc*‘nc::c*ccucr 107
AK078321.1 SES GOAGITATACGGTAACCICGIGATIGGTIIGTIGAACCACCATGIGEA GG €10
A 1 1 1 ——
C B34#SINE/B2 106 GOAGTTACA====mmecauan GATGGITGTIGAGCCGCCATGIGGGTIG-== 72
AK078321.1 €19 ATIGAGITCCAAACACIGGICCT fGCAnGnGCnTCCAuTG TTAAGT €62
. - VVL & % ¥ v v vi
C B3esinE/sB2 71 ~CIGGGARTCGARCCCGGETICC 2C:GGA;G~GC56» AGIGCICITAACC 23
AK078321.1 €€9 GCTGAGCCATCICTITTAGCICC €90
il i

C B3#SINE/B2 22 GCIGAGCCATCTCTCCAGCCCC L

Matriz = 25pd3g.matriz

Transiciones / transversiones - 2.00 | /
Tasa inicio_espacio * 0.02 (3 /7 16%), tamanoespaciopromedico = €.00 (18 /7 3)

(20 7 10}
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ES 2855577 T3

AKR029359.1 (as uxt) (SEQ ID No:8)
tagtctegetgecagtacgtecactgataaagceccactcaacgitggggatgacttotittcggetcgagetacggagt
tgcttcotgcccaacccgatitiggaactcottcactoae t ta

Ltcggaattyg
attcacataactattatgctatactgtttgaagtatttattagaaaaacatcagaaagagatttggaccacsst

atttacatgaagaaatatcttagggtttcttttcaggtatctttgagtatcttctgacactagaagatcctgtaa
actctacagacttcaacagaattjaagaacctggacagagcagagttaccaacaagagagecccagggatagecatt
AACATgGTgGttACTCAAGACCTAACTCAGCCAGYJAGACATACCAAGICCtATgAGGtJAAGGTARAAGAAGTT
tgacccaaagggcaggaattttttatcctgaacttttgagecttatagaaaaacataatttgrrgggrcatgetete
ctgaccctcatacagtttttacaaccatttgaagatatagessctagetctagtaggctctacaggaaggsatase

aaactttttaacagaacacststta

tacccTagttcttta
ATtTttgttttaaatttttgaggtagggttttgctaagttacttgggctggecttggactagtaaccattctgtge
cagcctictgggattagaggtatgtgctagrcatgtctagocatctttctatttoctttggttttccttctaattaat
taaaaaatacattatcttce

En negrita region solapante (UchL1)

S¥  pexc pexc pexc problema posicion en problema repeticion coincidente
posmonenrepebcnon . .
puntuacion div. del. ins. Secuencia inicio fin (zquierda) repeticion clase / familia
ncIo fin (equierda) ID

€17 1%.% 0.8 2.3
(79) 137 9 1
ee3 19.9 12.3 0.%

Secuencia Sin Nombre 160 290 (85%) C B3 EIXE AR
Secuencia Sin Nombre 774 560 (185) C B3 BIEEIY

(7) 209 1 2

327 27.5 6.1 é¢.3 Secuencia Sin Nombre €77 1080 (¢S) € PB1D1O SIRE/Aln
(9) 117 2 3 .
EVIDENCIA DE ANOTACION:

€17 19.54 0.76 2.33 Secuencia Sin Nombre 1¢0 290 $S€ C B3 SIRE/B2
s 139 7% e
AKQ0293%9%.1 L0 GCCAGAARGAAGIIGTIGOOATICCCIGOAACTIGOAGCAACCAACAGTITITIGT 208

i vl v | iv vi 14 -
C BIF#SINE/B2 137 GCCAGAAGAGGGCGTICGGATCCCCTGGAACTGGAGTTACAGATGGTT-GT 29
AK0298135%.1 210 SIGC-ACCATGIGGGTAATGGGAATCGAACCTIGGSTCCTICTATAAGACTG 258
v -1 AV b § aVv Vil
C B34SIKE/B2 B8 GAGCCGCCATCIGCOEIGCCIGEeAATCCAACCCOOGOTIC T CIGCAAGAGSCA 39
AK02535%.1 25¢% 3CCRGTGC‘1’C'TM.C‘ACTGAGG’GCATT?CT 290
-3 V=

C B3I#SINE/B2 38 GCCAGIGCICITAACCGCTIGAGC-=CAT C!CI &

Matrz = 2Sp4d3g.matrz
Transiciones /transversiones « 1.78 (1€ /7 %)
Tasainicial_espacio = 0.02 (3 / 130),tamafoespaciopromedios 1.33 (4 / 3)

EVIDENCIA DE ANOTACION: y s

: eas:0;9 89 1;.33 1o 4% Secuencia Sin Nombre 774 60 72 C B3 sIiNE/m2
AK029359.1 774 TTATITITAAATATATGAGTAITICACCTIGCATAG=~==== GCGCAC-==-~ 813
C B3¢#SINE/B2 209 :r;‘r:rruéx’ GTAIGAGTIGT TT"GCCaGCA'GTLA’{G.'.'.C-Z.G-IGCACCA.".G.-163
AK02935%.1 814 ===mm====AGTACCCACAGAGACTAGAAGAGGGTGGCAGATCTICCIGAG .954
C B3#SINRE/B2 158 ;EEE:EEE;EG stcc,c.zxccécicx.cxcccbGrévcx*cccc 166 ;.llc
AK029359.1 855 ACTGGAGTITA===ATGCTITGTIGAGCTGCCATGTGGATGCTGGARAATCAAR 501
C BI#SINE/B2 109 ACT GGRG’!A;R&;’GG IG:G&G»CGCCA:G!GGGZGC:GGGA;!CGAR €0

AK0293%9.1 §02 :CCAGGICC2:IGGAAG-GCAGGCAGGIGC:C::RA:Cf!GGAiGCAIC: 98¢0
C B3¢SINE/B2 5% :CCGIGGTCC:C;GGXASR\;CRGchG-;GC:C?f&RCC‘GCIZ‘G;GCxC‘;?CT 11

AK02935%9.1 51 CITCAGCICC 960

C BI$SINE/B2 10 :rccxccc'.cc 1
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ES 2855577 T3

Otras secuencias del estudio:

B2 nim. SINE/B2 (SEQ ID NO: %)

EEectggagaeeteectcagteet tasgagoaccigacigciciicoagcEetootgagticaaticocagonaccanat
gEtggotcacaaccatctgtaatgagatotgatgocctottetggtgtgtotgaagacagetacagtgtacttacatats
atasataaateeataaataaatctitaazaceassasssagaaagaasaa

=83 ndm. SINE/B2 216 pb (SEQ 1D NO: 10)

GEGECTEEAGABATAGCT CAGCARTTAAGABCACTGECTECTCT TCCAGAGEACCCORGTTCOETT COCABCACCCACAT
GECGGCTCACAACCATCTRTAACTCTAGT TCCAGGGGATCTRACNCCCTCTTCTGACCTCCACGEGCACCAGECACECAL
GIGGTAGACAGACGTACATGCARGCAARACACTCATACAGATARRAT AARRATAAATMT TTWARAARN

Lichii clonado en =0 romo Pre de pcDNA 3.5 - (SEQ 1D N 11)

CEECTCCTOGEET T TETGTCTGCAGETGCCAT COGCOARGATGCAGGT GAAGUCCATGONGAT TAACCCCEAGATECT G
AGARAGTGTTGECCAAGETGEGEGTCECCEGECCAGTGGCGCT TCECCEACGTGRTAGRGCTGOAGGAGEAGACTCTEGET
TCAGTECCATCCCETECCTECRCCCTECTECTCCTATTTCCCCTCACRECCCAGCATGANRACT TCAGEAAAAAGCAAAT
TGAGGAACTGAAGGGACAGEAAGT TRECCCTARAGT TTACTTCATGAAGCAGACCATCOGAARCTCCTGTGGTACCATCE
GETTGATCCACGCAGT GUCCAACAACCAAGAGARGETGGAATTTGAGEATGGATCOGTCOTGAAACAGTTTCTETCTGAR
ACGEAGAAGCTETCOCCCCARGAT AGAGCCARBTAT TTCCAGRAGAACEAGECCATCCAGBCGECCCATEACTCCETRGL
COAGEAGEGCCAGTETCOCGTAGATGACAAAGTCAATTTCCATTTTATTCTGTTCARCAACGTGEACCGECATCTGTALE
AGCTCGATGGGCGAATGCCETTTCOAGT GAACCATGECGCCAGETCAGRGGACTCTCTGCTGCAGGATGCRTGCCAAGGTT
TGCAGAGAATTCACTGAGCECEAGCABEEEEAGETCCERTTCTCTECCETGGETCTCTACAAAGCAGDTTAAGTCTEGGE
AGAGAGAACCAGCCGATCCCCCCT TCCCTEEECABGTECUCGCGECCCEECCTTGATTTGCAGCTT TAGCACTT AGAACL
ACAGCTGTOTTCTTECGTTETACAGCCCCATCCOCTCCACCCGACCCAGGCCACCAGGAEGCTCTGTCACGAGCCACACTA
GECTBAGCACT T T CCT e TG TRTGTCT CaTACCTTRCTCTCTACGRT CTCTTTGGTTTCTGTCTGTAAGT TAGBGCCET
GGATGTGGETTTETCTAGTCCTTAAGAGOAAGAATAARACT TTGCTOGT GAGAG

A5 Uchii de longiud complela clonado en sifio ¥ba-Hindll en peDNA 3.1 (SEQ D NC: 13)
ACAAAACTCAGCCCACACETGRCT CACACEAABCCOTCARACTAGAGT CCACAEACCATCRCCACECOCTCEAGAGBCTAL
TeCCCGCGCTCRTTRCTaT CCaaGTCCATCCTCCACCACCTCCOCOBTRATCRATCTCTCAGTGACTGCCANMCCCCTAGA
TAACTCAGGGECAGAGACGACACCCAGCT BB e CCCAGCCCAGCCACCTCCATTGCACAGEGCECEECCGECTEEACET
CTCCAAACGATECTCT TGEAGGAT AGEGACAGAGACTECACACCOCACCACTCACT TTGTTCAGCATCTGAAAGECAAAR
GLARAGAGGARAATGATAAT AAAACTARATBATTCAGCTACCRAGETATAGCTAAGGGTCAGCCTTATTTCTCCCGARGE
BACCCABCAGCTATGCTTACETCEGEGET TAATCTCCATCEBCTTCAGC TACATOTTCGOGEATCECACCTACAGACACAL
ACCCGAGBAGCCGARAARACAGCCGOTEEAGCCACCCAGGCTECTETTATAAAGCACCAGCCTCACTCACTEGGOAANGED
TGAGCARGGOAGACEEGACCAGAAACARGCAGAGGAGEAAGECCARGAGEOCTCGAACTCCCCCATGLACCECACAGAAT
GOTACAAGCCAAGCCCCCARACCT TGCAGTCTCACTCOCCGAAGTACT COCCAGACTOOACATERTAGCACGCACCTATE
ATTCCAGCAGCTGAGAGAGBAGGECEAGCCCACATGGAATCCATTATGCAGTGCTAGAGOAGGTCAGAAGAGEGCATTGAEN
T AGAACTGEAGTTATACEGTAACCTCGTGaTOATT AT EAACCACCAT GTEAATAGATATTEAGTTCCAAACACTE
BTCCTRTRCARGAGCATCCAGTECTCTTAAGT GCTEAGCCATCTCTTTAGCTCCAGTCTCTTAAAARACANACARRCGAR
COAACAGCARGGGRGCTGEETATGACAACACATACTATAATTCTAGTACTCAGGAT GCTEAAAGAGGAGGATTGECTGAL
TEGGAGAT ATAAGGAGAATCTGTTGTCACCCCCACCCCTCOOCATAAACEUACAAT AARAGAACETCCTATAAAGARATA
AACRARCAACCCAATAAAAGAARRCCANGAT CICTCCACCTTTICT T TG T I TTTCAGACTT TGTAATAAGGRCCLTTTGE
AGTGCAGGATAT TCEECACEACAAGCAGABAGGGAGALCATCAGTTCTTTCT TTGATCAAGAAGACTATGITCCTTAGER
AACTEETGTETATTATCTCT TATGCAAT GAGCCTBOAANGAGGGCACAGCCACCOAGGATEETACAGCATEEATGEATEE
TACGCTACAGAGAGTCEGEAGCCGAACT AT EAGTGACTEACTGECATOOTAGOTTCAGGEAAGAAT TEGCCTOTGARGAR
AATETTCTTORAANGT GARCAACGTOCAGEAGET AGEAGT BEGTCCTAOOCAAAGCAGGOCETGCATCCCAGCCTCAGRE
AATAGCACAGCAGAGETCTETTEATGCATECGAGTGCATGACCTECTTGCCAATAGACGATCAAGAATGGECARAGCATE
ATGEETGATGAGTGEEAGAGGGEATGAGACAT TCCTTTCT CCCTGETGAGACTTCOAT TGAAGCGATGAGTTCTGAATAL
AAGATGCCCCCCCACCCCCECACCAGTGTAGAATCTGAAGGEABGCATATATTACCCTATATTACTCTETET TGECAGLE
AGCTATCT GACAGCCAACCT TCCCATACATTTCATT GEECATACACTARTGACAGEAAGTTCCTITTECTTETATGCAAL
AGATGGCT CACACGAT GGAGAATT TAATCTTGTTAGT T TGT TAT TTATGTGICOTAAATTTTGTTCAATARAAATGARANL
ACTCCTATG

Los ejemplos de SINE B2 integrados en la secuencia de clones de ADNc son los siguientes.
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ES 2 855577713

Tabla 1
Gen con inicio |fin hebra |subtipo Leyenda; ID clon ADNc_posicion de inicio del
AS_refseq B2 B2 alineamiento_final de alineamiento_tipo de
elemento de Repeticion
- B2_M | SINE/ -
NM_177182 973 | 1013 | 2766 | + m2 B2 2| 42| 153 |>AK032380_973_10 13_+_B2_Mm2
- B2_M | SINE/
NM_009351 859 | 1044 | 1470 |+ m1t B2 2185 | -8|>AK033525 859 1044 _+ B2 Mmfit
B2_M | SINE/
NM_144515 1564 | 1718 | -761 |+ m2 B2 1158 | -37 | >AK033993_1564_1 718_+_B2_Mm2
- B2_M | SINE/
NM_198300 520 | 7121160 |+ m2 B2 1,188 | -7 |>AK039361_520_71 2_+_B2_Mm2
B2_M | SINE/
NM_0284 28 | 1801 | 1997 | -245 |+ m1it B2 1,193 0 | >AK042841_1801_1997_+_B2_Mm1t
- B2_M | SINE/
NM_0106 61 946 | 1111 | 1515 | + m2 B2 11195 0 | >AK043817 _946_11 11_+_B2_Mm2
B2_M | SINE/
NM_0074 85 722 | 912 | -417 |+ m2 B2 11194 | -1 |>AK044205_722_91 2_+_B2_Mm2
B2_M | SINE/
NM_0106 33 971 | 1164 | -67 |+ m2 B2 1,195 0 | >AK047213_971_11 64_+_B2_Mm2
B2_M | SINE/ -
NM_0302 07 714 | 787 | -446 |+ m2 B2 1| 88107 |>AK079217_714_78 7_+_B2_Mm2
- B2_M | SINE/
NM_1454 70 | 1498 | 1697 | 1057 |+ m2 B2 11193 | -2 |>AK081722_1498_1697_+_B2_Mm2
B2_M | SINE/
NM_0242 82 | 1379 | 1555 2+ m2 B2 2187 | -8|>AK132990_1379 1555 + B2_Mm2
B2_M | SINE/ -
NM_133994 | 1001 | 1057 | -86 |+ m2 B2 2| 58| 137 |>AK133457_1001_1 057_+_B2_Mm2
B2_M | SINE/
NM_133994 | 1057 | 1137 -6 |+ m2 B2 91 | 171 | -24 | >AK133457_1057_1 137_+_B2_Mm2
B2_M | SINE/
NM_178244 | 2323 | 2513 | -45 |+ m2 B2 1195 0 | >AK133632_2323_2 513_+_B2_Mm2
B2_M | SINE/
NM_0089 97 734 | 923 -3+ m2 B2 1,186 | -9 |>AK133808_734_92 3_+_B2_Mm2
B2_M | SINE/
NM_0805 55 286 | 382 4+ m1t B2 751171 | -22 | >AK134674_286_38 2_+_B2_Mm1t
B2_M | SINE/
NM_0103 32 | 2428 | 2606 -1+ m2 B2 1,183 | -12 | >AK135599_2428_2 606_+_B2_Mm2
B2_M | SINE/
NM_1724 67 | 2948 | 3108 -3+ m2 B2 1162 | -33 | >AK137583_2948_3 108_+_B2_Mm2
- B2_M |SINE/
NM_1751 15 81| 2742006 |+ m2 B2 2195 0 | >AK138675_81_274 _+_B2_Mm2
B2_M | SINE/
NM_010071 | 3150 | 3339 | -54 + m2 B2 1195 0 | >AK155102_3150_3 339_+_B2_Mm2
SINE/
NM_1830 14 288 | 442 | -20 + B3A B2 48 | 198 0 |>AK015655_288 44 2_+_B3A
SINE/
NM_0265 55 277 | 435 -24 |+ B3A B2 40 | 198 0 |>AK021299_277_43 5_+_B3A
- SINE/
NM_033077 | 1109 | 1295 | 1732 |+ B3A B2 51189 | -9 |>AK029689_1109_ 1295 + B3A
- SINE/
NM_019789 | 1052 | 1211 | 1195 |+ B3 B2 33196 | -20 | >AK030353_1052_1 211_+_B3
SINE/
NM_1788 91 | 2403 | 2558 -3+ B3 B2 20 | 176 | -40 | >AK030551_2403_2 558_+_B3
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Gen con
AS_refseq

NM_1455 79
NM_0085 10
NM_1535 79
NM_1459 42
NM_0257 88
NM_0080 19

NM_0010
81475

NM_0010
81475
NM_0074 85
NM_0074 85
NM_1787 94
NM_0089 15
NM_0106 33
NM_1994 76
NM_1447 95
#N/A
NM_0010
38621
NM_1814 23
NM_1535 15
NM_1984 15
NM_1522 20
NM_0257 29
NM_0166 93
NM_0101 51
NM_0097 13

NM_0010
29985

inicio
B2

2546

2255

1071

1006

1871

877

1431

1586

722

835

826

737

971

3267

2052

1858

1207

1666

1403

403

1794

1307

814

1690

221

fin
B2

2719

2404

1262

1219

2045

1044

1582

1745

810

912

959

940

1096

3405

2248

2028

1363

1733

1520

623

1979

165

1517

1024

1882

280

-346
-429

-798

-519
-417
-986
-298
-135
10353

-546

-470
1212
-561
-203

-13

-451

1179

ES 2 855577713

hebra |subtipo

+ B3
+ B3A
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3A
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3A
+ B3A
+ B3A
+ B3A
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3

57

23

206

198

214

216

215

211

216

206

89

215

129

201

129

149

210

176

160

72

183

216

213

177

216

216

199

168

-10

-2

Leyenda; ID clon ADNc_posicion de inicio del
alineamiento_final de alineamiento_tipo de
elemento de Repeticion

>AK031007_2546_2 719_+_B3

>AK034030_2255_2 404_+_B3A

>AK035406_1071_1 262_+_B3

>AK037188_1006_1 219_+_B3

>AK039409_1871_2 045_+_B3

>AK040162_877_10 44_+_B3

>AK040401_1431_1 582_+_B3

>AK040401_1586_1 745_+_B3

>AK044205_722_81 0_+_B3

>AK044205_835_912_+_B3

>AK045196_826_959_+ B3A

>AK046652_737_94 0_+_B3

>AK047213_971_1096_+_ B3

>AK047540_3267_3 405_+_B3

>AK048854_2052_2 248 +_B3

>AK049524 1858_2 028_+_B3A

>AK053130_1207_1 363_+_B3A

>AK054359_1666_1 733_+_B3A

>AK078013_1403_1 520_+_B3A

>AK078328 403 623 + B3

>AK078537_1794_1 979_+_B3

>AK079403_1_165_+_B3

>AK080235_1307_1517_+_B3

>AK082108_814_1024_+ B3

>AK082325_1690_1 882_+_B3

>AK084376_221 28 0_+ B3



Gen con
AS_refseq

NM_0097 37
NM_0270 81
NM_0187 79
NM_0279 19
NM_0110 34
NM_1755 51
NM_1755 51
NM_0079 21
NM_0010
39042
NM_1773 28
NM_0218 99
NM_0087 05

NM_0010
79932

NM_0010
79932

NM_0010
33286
NM_0089 62
NM_1753 49
NM_1770 03
NM_0079 65
NM_0101 92
NM_0274 46
NM_0274 46
NM_1771 86
NM_1451 34

NM_0098 90

NM_1460 55

inicio
B2

1805

984

876

1468

434

1802

1829

951

1220

1378

1172

1521

2116

3059

2524

928

2151

1277

1338

1808

1871

2318

2061

2963

2740

5202

fin
B2

2005

1130

1062

1667

608

1895

1928

1134

1315

1504

1259

1717

2299

3253

2698

1095

2347

1466

1488

1933

1983

2342

2142

3148

2968

5272

-406
1155
-530
-185

-12
-513
-480
1650
-292
-285
-140
-572
-702

-2

-375

-181

ES 2 855577713

hebra |subtipo

+ B3
+ B3
+ B3A
+ B3
+ B3
+ B3A
+ B3
+ B3A
+ B3A
+ B3
+ B3
+ B3A
+ B3
+ B3
+ B3A
+ B3
+ B3A
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3A
+ B3A
+ B3
+ B3
+ B3
+ B3

64

101

48

85

131

130

28

60

24

207

162

188

213

216

176

213

187

142

216

95

197

208

205

181

153

196

200

216

126

130

156

211

210

216

141

-8

-1

-17

Leyenda; ID clon ADNc_posicion de inicio del
alineamiento_final de alineamiento_tipo de
elemento de Repeticion

>AK085337_1805_2 005_+_B3

>AK086470_984 11 30_+ B3

>AK089148_876_10 62_+_B3A

>AK090182_1468_1 667_+_B3

>AK131819_434 608 + B3

>AK132737_1802_1 895_+ B3A

>AK132737_1829_1 928_+_B3

>AK133325 951_1134_+ B3A

>AK134755_1220_1 315_+_B3A

>AK134874_1378_1504_+_B3

>AK135206_1172_1 259 _+_B3

>AK136279_1521_1 717_+_B3A

>AK137643 2116_2 299 +_ B3

>AK137643_3059_3 253_+_B3

>AK138296_2524_2 698_+_B3A

>AK138521_928 1095_+ B3

>AK139254 2151_2 347_+_B3A

>AK139647_1277_1466_+ B3

>AK140072_1338_1 488_+_B3

>AK140346_1808_1 933_+_B3

>AK140616_1871_1 983_+_B3A

>AK140616_2318_2 342_+_B3A

>AK142359_2061_2 142_+_B3

>AK142507_2963_3 148_+_B3

>AK142879_2740_2 968_+_B3

>AK143143 5202 _5272_+_B3



Gen con
AS_refseq

NM_0089 77
NM_0260 36

NM_00 11
59519

NM_00 11
59519

NM_00 11
59519

NM_00 11
59519

NM_00 11

10504

NM_0307 14

NM_0258 25

NM_1337 56

NM_1832 94

NM_0094 46

NM_0257 88

NM_1777 85

NM_1777 85

NM_1777 85

NM_0074 85

NM_1752 73

NM_0294 09

NM_0078 36

NM_0078 36

NR_0028 91

NM_0265 00

NM_0529 94

NM_1531 00

NM_1753 13

inicio
B2

1344

2001

1440

2503

2544

2702

1778

2153

945

1102

1565

531

1687

1626

1682

1776

1137

537

1005

282

1764

984

2158

1870

2088

fin
B2

1513

2167

1548

2556

2616

2896

1909

2335

1052

1289

1750

710

1839

1682

1739

1952

1341

714

1172

407

1860

181

1157

2323

2057

2261

-645
-272
1422
-558
-498

-412

-383
-246
1384
2730
-963
1130
1073
1036
192
1793
2204
2067
-614
2344
1501
1225
1774

2958

hebra

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

ES 2 855577713

subtipo

B3

B3A

B3A

B3

B3

B3A

B3

B3

B2 M
mia

B2 M
m2

B2 M
mia

B2 M
m2

B2 M
m2

B2_M
m2

B2 M
m2

B2 M
mit

B2_M
m2

B2 M
m2

B2 M
mit

B2_M

B2 M
m2

B2 M
mia

B2_M
m2

B2 M
m2

B2 M
m2

B2_M
m2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

55

109

25

205

169

163

56

177

198

210

216

108

191

185

189

184

191

101

180

195

190

179

128

98

183

181

191

195

186

137

46

14

Leyenda; ID clon ADNc_posicion de inicio del
alineamiento_final de alineamiento_tipo de
elemento de Repeticion

>AK143279_1344_1513_+_B3

>AK149843 2001_2 167_+_B3A

>AK157402_1440_1 548_+_B3A

>AK157402_2503_2 556_+_B3

>AK157402_2544 2 616_+_B3

>AK157402_2702_2 896_+ B3A

>AK160921_1778_1 909_+_B3

>AK165234 2153_2 335_+_B3

>AK014613_945 10 52_RC_B2_Mm1a

>AK016234_1102_1 289_RC_B2_Mm2

>AK029702_1565_1 750_RC_B2_Mm1a

>AK030803 531 71 0_RC_B2 Mm2

>AK039409_1687_1839_RC_B2_Mm2

>AK040275_1626_1 682_RC_B2_Mm2

>AK040275_1682_1739_RC_B2_Mm2

>AK040275_1776_1 952_RC_B2_Mm1t

>AK044205_1137_1 341_RC_B2_Mm2

>AK048762_537_71 4_RC_B2_Mm2

>AK049449_1005_1 172_RC_B2_Mm1t

>AK054076_282_40 7_RC_B2_Mm2

>AK054076_1764_1 860_RC_B2_Mm2

>AK076350_1_181_RC_B2_Mm1la

>AK076438 984 11 57_RC_B2_Mm2

>AK079094_2158_2 323_RC_B2_Mm2

>AK086953_1870_2 057_RC_B2_Mm2

>AK132441_2088_2 261_RC_B2_Mm2



Gen con
AS_refseq

NM 00 11
14140

NM_0095 79
NM_0105 67
NM_0010
08423
NM_1990 27
NM_0010
33316
NR_0034 92
NM_0105 67
NM_0261 15
NM_0103 98
NM_0078 93
NM_0078 93
NM_0078 93
NM_0078 93
NM_0078 93
NM_1771 86
NM_0307 14
NM_0011
10101
NM_0076 01
NM_0273 46
NM_1386 64
NM_0138 40
NM_0138 40
NM_1535 91
NM_0287 94

NM_0010
12311

inicio
B2

5305

1059

1613

2088

935

3103

748

935

3593

1080

764

894

1390

1436

1543

1783

1401

1253

387

1459

1382

160

774

769

1926

1317

fin
B2

5461

1251

1794

2222

1064

3283

810

1129

3791

1265

820

1062

1436

1490

1701

1964

1588

1420

544

1690

1411

290

960

982

2130

1437

hebra

1145 R C
2941 R C
1882 R C
57 RC
63 RC
-440 R C
-977 |RC
-78 RC
204 |RC
-909 [RC
1012 |RC
-938 |[RC
-564 |[RC
510 |[RC
299 |RC
-258 |[RC
-809 |[RC
1138 R C
1715 |RC
74 RC
1334 R C
-556 |[R C
72 \RC
1569 |R C
-654 R C

1013 |[RC

ES 2 855577713

subtipo

B2 M
m2

B2_M
m2

B2 M
m2

B2 M
m2

B2_M
m2

B2 M
m2

B2 M
mia

B2_M
m2

B2 M
m2

B2 M
m2

B2_M
m2

B2 M
m2

B2 M
m2

B2_M
m2

B2 M
m1t

B2 M
mit

B2_M
m2

B2_M
m2
B3A
B3
B3A
B3
B3
B3

B3

B3

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/

26

157

195

193

135

130

190

187

195

194

187

101

182

190

101

169

186

195

173

176

214

50

137

209

210

204

172

47

137

47

38

Leyenda; ID clon ADNc_posicion de inicio del
alineamiento_final de alineamiento_tipo de
elemento de Repeticion

>AK133162_5305_5 461_RC_B2_Mm2

>AK137370_1059_1 251_RC_B2_Mm2

>AK138181_1613_1 794_RC_B2_Mm2

>AK141165_2088_2 222 RC_B2_Mm2

>AK141411_935_10 64_RC_B2_Mm2

>AK145736_3103_3 283_RC_B2_Mm2

>AK147092_748 81 0_RC_B2_Mm1a

>AK148373 935_1129_RC_B2_Mm2

>AK155374_3593_3 791_RC_B2_Mm2

>AK157261_1080_1 265_RC_B2_Mm2

>AK163105_764_82 0_RC_B2_Mm2

>AK163105_894_10 62_RC_B2_Mm2

>AK163105_1390_1 436_RC_B2_Mm2

>AK163105_1436_1 490_RC_B2_Mm2

>AK163105_1543_1 701_RC_B2_Mm1t

>AK163831_1783_1 964_RC_B2_Mm1t

>AK165234_1401_1 588_RC_B2_Mm2

>AK169421_1253_1 420_RC_B2_Mm2

>AK016423_387_54 4 RC_B3A

>AK019925 1459 1 690_RC_B3

>AK028982_1382_1 411_RC_B3A

>AK029359_160_29 0_RC_B3

>AK029359_774_96 0_RC_B3

>AK032194_769_98 2_RC_B3

>AK032215_1926_2 130_RC_B3

>AK034331_1317_1 437_RC_B3



Gen con
AS_refseq

NM_0010
12311

NM_1341 22
NM_1535 79
NM_1535 79
NM_0010
81014
NM_0187 47
NM_1768 41
NM_1338 78
NM_1452 15
NM_1453 69
NM_1726 91
NM_0074 85
NM_0074 85
NM_0079 25
NM_1770 06
NM_0106 33
NM_0106 33
NM_0088 42
NM_1994 76
NM_0135 14
NM_0807 93
NM_0807 93
NM_0010
38621
NM_0078 36

NM_0108 78

NM_0116 70

inicio
B2

1335

1094

1443

1483

1615

432

1677

1676

2334

1132

248

938

989

592

3566

431

457

1460

2716

1203

2342

2430

159

1747

1134

521

fin
B2

1437

1205

1617

1633

1715

531

1886

1882

2533

1336

442

1127

1127

713

3620

640

640

1636

2780

1416

2396

2530

275

1860

1337

690

1013
-719
-577
-561
-218
1672

-64
-314
-484
-593
-151
-202
-202
-719
1104
-591

-591

1664
-311
1333
1199
1447
-614
1192

-995

hebra

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RC
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subtipo

B3A

B3

B3

B3A

B3A

B3A

B3

B3

B3

B3

B3A

B3

B3A

B3

B3

B3

B3A

B3A

B3A

B3

B3A

B3A

B3

B3

B3

B3

27

144

128

214

180

110

167

216

209

216

209

180

179

141

162

56

212

191

194

162

216

193

143

160

119

216

156

38

45

27

49

10

98

144

47

34

Leyenda; ID clon ADNc_posicion de inicio del
alineamiento_final de alineamiento_tipo de
elemento de Repeticion

>AK034331_1335_1 437_RC_B3A

>AK035015_1094_1 205_RC_B3

>AK035406_1443_1 617_RC_B3

>AK035406_1483_1 633_RC_B3A

>AK039704_1615_1 715_RC_B3A

>AK040672_432_53 1_RC_B3A

>AK041236_1677_1 886_RC_B3

>AK041654_1676_1 882_RC_B3

>AK041742_2334_2 533_RC_B3

>AK042861_1132_1 336_RC_B3

>AK043958 248 44 2 RC_B3A

>AK044205_938_11 27_RC_B3

>AK044205 989 11 27_RC_B3A

>AK045677_592 71 3_RC_B3

>AK046828_3566_3 620_RC_B3

>AK047213_431_64 0_RC_B3

>AK047213_457_64 0_RC_B3A

>AK047301_1460_1 636_RC_B3A

>AK047540_2716_2 780_RC_B3A

>AK048309_1203_1 416_RC_B3

>AK048747_2342_2 396_RC_B3A

>AK048747_2430_2 530_RC_B3A

>AK053130_159_27 5 RC_B3

>AK054076_1747_1 860_RC_B3

>AK078161_1134_1 337_RC_B3

>AK078321_521_69 0_RC_B3
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Gen con inicio |fin hebra |subtipo Leyenda; ID clon ADNc_posicion de inicio del
AS_refseq B2 B2 alineamiento_final de alineamiento_tipo de
elemento de Repeticion
SINE/
NM_0260 86 882 | 1046 | -355 RC |B3A B2 -18 1 180 1| >AK079515_882_10 46_RC_B3A
SINE/
NM_025396 | 1081 | 1179 | -370 RC B3 B2 -27 1189 | 75 |>AK080749_1081_1179_RC_B3
SINE/
NM_0079 23 | 2420 | 2567 | -582 [ RC |B3A B2 -48 | 150 4 | >AK086589_2420_2 567_RC_B3A
SINE/
NM_0284 27 | 1420 | 1597 | -495 RC |B3 B2 -5 211 2 | >AK090347_1420_1 597_RC_B3
- SINE/
NM_026157 | 1871 | 2066 | 1227 [ RC |B3A B2 0198 5 [>AK132393_1871_2 066_RC_B3A
SINE/ | -13
NM_0261 57 | 2342 | 2408 | -885 [ RC |B3A B2 1| 67 1 |>AK132393_2342_2 408_RC_B3A
SINE/
NM_026157 | 2473 | 2606 | -687 |RC |B3A B2 -25 173 | 28 |>AK132393_2473_2 606_RC_B3A
- SINE/
NM_1753 13 | 2113 | 2261 | 2958 RC B3 B2 -40 | 176 | 14 |>AK132441_2113_2 261_RC_B3
SINE/
NM_1753 13 | 4127 | 4308 | -948 RC |B3 B2 -6 210 | 28 [>AK132441_4127_4 308_RC_B3
SINE/
NM_024282 | 1137 | 1290| -91 |RC |B3A B2 -39 | 159 1 |>AK132990_1137_1 290_RC_B3A
- SINE/
NM_1773 28 277 | 358 | 1283 RC |B3A B2 -56 | 142 | 66 | >AK134874_277_358_RC_B3A
- SINE/ | -13
NM_1773 28 405 | 484 | 1157 |RC |B3A B2 3| 65 1| >AK134874_405_48 4_RC_B3A
SINE/
NM_1773 28 545 | 713| -928 RC |B3A B2 -4 1194 | 14 |>AK134874_545_71 3_RC_B3A
SINE/
NM_1773 28 787 | 971 | -670 RC |B3A B2 -4 194 7 | >AK134874_787_97 1_RC_B3A
- SINE/
NM_0218 99 161 | 307 | 1092 |[RC |B3A B2 -46 | 152 1| >AK135206_161_30 7_RC_B3A
- SINE/
NM_0103 32 228 | 409 | 1967 RC B3 B2 -28 | 188 2 |>AK135599 228 409 RC_B3
SINE/
NM_1724 07 | 1470 | 1683 | -74/RC B3 B2 -5 211 2 |>AK143014_1470_1 683_RC_B3
NM_0010 SINE/
09935 1389 | 1495 | -157 RC B3 B2 -96 | 120 1| >AK143784_1389_1 495_RC_B3
- SINE/
NM_0198 27 | 2953 | 3143 | 1064 RC B3 B2 -1 215 1 |>AK145079_2953_3 143_RC_B3
- SINE/
NM_011212 | 2131 | 2283 | 1263 /[ RC |B3A B2 -47 | 151 2 |>AK148045_2131_2 283_RC_B3A
SINE/
NM_0105 67 9841129 | -78 RC |B3A B2 -60 | 138 2 |>AK148373_984_1129_RC_B3A
NM_00 11 SINE/
10504 1406 | 1594 | -400 RC |B3A B2 -10 | 188 2 |>AK149403_1406_1 594_RC_B3A
SINE/
NM_0260 36 | 2270 | 2439 0/RC |BS3 B2 -4 1212 | 27 |>AK149843_2270_2 439_RC_B3
SINE/
NM_010398 | 1292 | 1476 | -698 RC |B3A B2 -11 1187 3 | >AK157261_1292_1 476_RC_B3A
NM_00 11 SINE/ | -11
10504 1292 | 1362 | -572 [ RC |B3A B2 2| 86| 11 >AK160921_1292_1 362_RC_B3A
SINE/
NM_007893 | 1080 | 1254 | -746 [ RC B3 B2 0|216 | 21 >AK163105_1080_1 254_RC_B3

28
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Gen con inicio |fin hebra |subtipo
AS_refseq B2 B2
SINE/
NM_0078 93 | 1427 | 1491 | -509 [ RC |B3A B2 -82 116 | 46
SINE/
NM_0307 14 | 1954 | 2064 | -333 RC |B3 B2 -95 | 121 2
NM_0011 - SINE/
10101 853 | 1043 | 1516 RC B3 B2 -5 211 6
NM_0011 SINE/
10101 1742|1936 | -623 RC B3 B2 -2 214 8

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con la presente invencion, es posible proporcionar una molécula de acido nucleico funcional que tenga la

funcién de mejora de la eficacia de traduccion de un ARN y su uso.
[Lista de secuencias]
Lista de secuencias RK23223PCT

Lista de secuencias

Leyenda; ID clon ADNc_posicion de inicio del
alineamiento_final de alineamiento_tipo de
elemento de Repeticion

>AK163105_1427_1 491_RC_B3A

>AK165234_1954_2 064_RC_B3

>AK169421_853_10 43_RC_B3

>AK169421_1742_1 936_RC_B3

<110> RIKEN, ESCUELA INTERNACIONAL DE ESTUDIOS AVANZADOS

<120> MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO FUNCIONAL Y SU USO
<130> RK23223PCT

<150> US 61/469,399
<151> 30-03-2011

<160> 47
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 250

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 1
tgeteceegg actgggeatg gtageacgea cetgtgatte cageagetga gagagaggee

gagcccacat ggaatcecatt gtgecagtget agaggaggte agaagaggge attggatece
ccagaactgg agttatacgg taacctegtg gtggttgtga accaccatgt ggatggatat
tgagttccaa acactggtcee tgtgecaagag catccagtge tettaagtge tgagecatet

ctttagetee

<210>2

<211> 363

<212> ADN

<213> Mus musculus

29

60

120

180

240

250
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<400> 2
gtgcteeeeg gactgggeat ggtageacge acctgtgatt ccageagetg agagagagge

cgagcccaca tggaatccat tgtgecagtge tagaggaggt cagaagaggg cattggatee
cccagaactg gagttat;a\cg gtaacctegt ggtggttgts aaccaccatg tggatggata
ttgagttcca aacactggte ctgtgecaaga geatccagtg ctettaagtg ctgagecatce
tctttagete cagtetetta aaaaacaaac aaacgaacga acagcaaggg agetgggtat

gacaacacat actataattc tagtactcag gatgctgaaa caggaggatt gectgactgg

gag

<210> 3

<211> 187

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 3
ttattttaaa tatatgagta tttcacctge ataggegeac agtacccaca gagactagaa

gagggtggea gatctectga gactggagtt aatgettgtg agetgecatg tggatgetgg
aaatcaaacc caggtccttt ggaaggeagg caggtgetct taatcatgga ageatetett

cagctee

<210>4

<211> 1146

<212> ADN

<213> Mus musculus

30

60

120

180

240

300

360

363

60

120

180

187
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<;g()g0a>g’?tcga geectettgg cettectect ctgettgttt ctgetecegt cteceetget 60
caggctttee cagtgagega ggeeggeget ttataacage agectgggeg getecacegg 120
ctgttitttec ggetectegg gtttgtgtet gcaggtgeca tecgegaaga tgeagetgaa 180
geegatggag attaacceeg agatgetgaa caaagtgttg gecaagetgg gggtegeegg 240
ccagtggege ttegeegacg tgetaggget ggaggaggag actetggget cagtgecate 300
ceetgeetge geeetgetge tectgtttee cetecacggee cagecatgaaa acttcaggaa 360
aaagcaaatt gaggaactga agggacagga agttagccct aaagtttact tcatgaagea 420
gaccatcgga aactectgtg gtaccategg gttgatccac gecagtggeca acaaccaaga 480
caagctggaa tttgaggatg gatcegtect gaaacagttt ctgtectgaaa cggagaaget , 540
gtccececgaa gatagageea agtgtttecga gaagaacgag gecatccagg cggeccatga 600
ctecegtggee caggagggee agtgtegggt agatgacaaa gtgaatttee attttattet 660
gttcaacaac gtggacggee atctgtacga getcgatggg cgaatgececet ttecagtgaa 720
ccatggegee agetcagagg actetetget gecaggatget gecaaggtet gcagagaatt 780
cactgagcege gagecagggeg aggtccgctt ctctgeegtg getetetgea aageagetta 840
agtctgggga gagagaacca gcegateccece cetteeetgg gecaggtgege geggeeegee 900
cttggtttge agetttagea cttagaacca cagetgtett cttgegttet acageeccat 960
ccectecace ccacceagge caccaggggg ctetgtcaca gecacaccag getgageact 1020

ttceeteetg tgtgtetegt accttgetet ctacggtete tttggtttet gtetgtaagt 1080

tacggcectg gatgtggttt gtectagteet taagaggaag aataaaactt tgetggtgag 1140

agtate 1146

<210>5

<211> 875

<212> ADN

<213> Mus musculus

31
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<t38c>a§ccgc gcecaceegga agecgegget catactaaca gttattgeeg gtgggcctac 60
ggtaaacgce gtacteetgt aceggtgeee gtecatggega cgececegaa acggegggee 120
ttggatacgg tgggggagaa agtgetgegg tacgagacct ttatcagtga cgtactgecag 180
cgagacttge aaaaggtget ggatcatega gacaaggtat atgagcaget gteegtatat 240
cttcaactaa gaaatgtcat tgagegactc caggaaacta atcactegga gttatatatg 300
caggtggatt tgggetgtaa cttcttegtt gacacagtgg teccagatac ttecacgeate 360
tatgtggeee tgggatatgg tttttteetg gaactgacac tggetgaage actcaagtte 420
attgaccgaa agagttctcet cctcacagag ctcagegaca gectcaccaa ggactecatg 480
aatatcaagg cccatatcca catgatgeta gagggactta gagaactaca aggectgeag 540
aatttcccag agecatetee ceattgactg catettecca gectecaata ttaaageace 600
» tgaatgcett ggaatcacat agtecttttt tecctaatte tcactaattt actaagtgee 660
ctagagacca aaattactgg aagacccate ctttectgtag aacctctaaa acgttctaga 720
ggtettgect agaacttgtg ttttteteet gactttatge tttactetet tttgtegeet 780
ttagaacctt ggeectgcete ctcacaatte cttttectag atatttgtat ctgtgecctt 840
tgtettacca taaagaatgg actgaatggg ctgaa 875
<210>6
<211>748
<212> ADN

<213> Mus musculus

32
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<400> 6
atggtgagca agggegagga getgtteace ggggtggtge ceatectggt cgagetggac

ggegacgtaa acggecacaa gttcagegtg teeggegagg gegagggega tgecacetace
ggcaagctga ccetgaagtt catetgeace accggeaage tgeeegtgee ctggeecace
ctegtgacea ccetgaccta cggegtgeag tgeticagee getaceceega ccacatgaag
cagcacgact tcttcaagte cgecatgece gaaggetacg tecaggageg caccatette
ttcaaggacg acggcaacta caagacccge geegaggtga agttcgaggg cgacaccetg
gtgaaccgea tcgagetgaa gggeategac ttcaaggagg acggeaacat cetggggeac
aagctggagt acaactacaa cagccacaac gtctatatca tggecgacaa gecagaagaac
ggcatcaagg tgaacticaa gatccgeeac aacatecgagg acggeagegt geagetegee
gaccactacc agcagaacac ccccategge gacggeeceg tgetgetgee cgacaaccac
tacctgagca cccagteege cetgageaaa gacececcaacg agaagegega tecacatggte
ctgetggagt tegtgacege cgeegggate acteteggea tggacgaget gtacaagtee

ggactcagat ctcgagetca agcttega

<210>7

<211> 1685

<212> ADN

<213> Mus musculus

33
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<a4z?aoc>g;gct cttggaggat agggacagag actgegegee gegecactea ctttgttcag 60
catctgaaag ccaaaagcaa agaggaaaat gataataaaa ctaaatgatt cagctaccga 120
getgtageta agggtecagec ttatttctee cgaagegacce cagecagetat gettaccteg 180
gggttaatet ccateggett cagetgeate ttegeggatg geacctgeag acacaaacce 240
gaggagecga aaaaacagec ggtggageeg cccaggctgé tgttataaag cgeeggecte 300
getcactggg aaagectgag caggggagac gggageagaa acaageagag gaggaaggcee 360
aagagggete gaacteceee atgeacegea cagaatggta caagecaage ccccaaacet 420
tgcagtctea ctegeegaag tgeteccegg actgggeatg gtageacgea cetgtgatte 480
cagcagcetga gagagaggec gageccacat ggaatcecatt gtgecagtget agaggaggte 540
agaagagggc attggatcce ccagaactgg agttatacgév taacctegtg gtggttgtega 600
accaccatgt ggatggatat tgagttccaa acactggtee tgtgecaagag catccagtge 660
tcttaagtge tgagecatcet ctttagetee agtetecttaa aaaacaaaca aacgaacgaa 720
cagcaaggga getgggtatg acaacacata ctataattet-agtactcagg atgetgaaac 780

34
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aggaggattg cctgactggg agatataagg agaatetgtt gtecacceeea ceectececa 840
taaaggcaga ataaaagaac gtcctataaa caaataaaca aacaacccaa taaaacaaaa 900

ccaagatctc tccacctttt ctitgetttt tcagactitg taataaggee ctttggagtg 960
caggatattc ggcaggacaa gcagagaggg agaccatcag ttetttettt gatcaagaag 1020
actatgttcc ttagcaaact ggtgtgtatt atctettatg caatgageet ggaaagaggg 1080
cacagccacc gaggatggta cageatggat ggatggtacg ctacagagac tegggagece 1140
aactgtgagt ggctgactgg catggtaggt fcagggaaga attggectgt gaagaaaatg 1200
ttcttgaaaa gtgaacaagg tgcaggaggt aggagtgggt cetgggecaaa geagggggtg | 1260
catcccagee tcagggaata geacageaga ggtetgttga tgeatgegag tgeatgacct 1320
gettgecaat agacgatcaa gaatgggeaa ageatcatgg gtgatgagtg ggagagggga 1380
tgagacattc ctttcteect getgagactt ccattgaace gatgagttet gaatagaaga 1440
tgeeecceea cececccace agtgtagaat ctgaagggag geatatatta cectatatta 1500
ctetgtgttg geggegaget atctgacage caaccttece atacatttca ttgggeatac 1560
actaatgaca ggaagttcct tttgettgta tgcaagagat ggceteacacg atggagaatt 1620
taatcttgtt agtttgttat ttatgtgtee taaattttgt tcaataaaaa tgaaacacte 1680
ctatg . 1685

<210>8

<211> 1145

<212> ADN
<213> Mus musculus
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<ti?g(gc>tc8gct gcagtacgtc actgataaag ccactcaacg ttggggatga cttetttegg . 60
ctcgagetac ggagttgett etgeccaace cgattttgga actegtteac tecaceggtac 120
aggagtacgg cgtttacegt agggccaécg gcaataactg ccagaagaag ttgtgggatt 180
ccctggaact ggageaacca acagttigtg tgeaccatgt gggtaatggg aategaacct 240
gggtecteta taagactgge cagtgetett aactactgag gtgcétttct tteggaattg 300
attcacataa ctattatgct atactgtttg aagtatttat tagaaaaaca tcagaaagag 3?0
atgtggacca ctttcattta catgaagaaa tatcttaggg tttettttca ggtatetttg 420
agtatcttct gacactagaa gatcctgtaa actctacaga cttcaacaga attgaagaac 480
ctggacagag cagagttacc aacaagagég cccagggata gecattaacat ggtggttact 540
caagacctaa ctcagcecagg gagacatacc aaggectatg aggtgaaggg aaaagaaggg | 600
tgacccaaag ggeaggaatt ttttatectg aacttttgag cettatagaa aaacataatt 660
tgttgggeat gttttectgac cetcatacag tttttacaac catttgaaga tatagttcta 720
gctetagtag getetacagg aaggtatate aaacttttta acagaacact ttattatttt 780
aaatatatga gtatttcacc tgcataggeg cacagtacce acagagacta gaagagggtg 840
gcagatctee tgagactgga gttaatgett gtgagetgee atgtggatge tggaaatcaa 900
acccaggtec tttggaagge aggeaggtgc tettaatcat ggaagcatcet cttecagetee 960

taccctagtt ctttaatttt gttttaaatt tttgaggtag gettttgeta agttacttgg 1020
getggeettg gactagtaac cattetgtgt cagecttctg ggattagagg tatgtgetag 1080
catgtctage atctttetat ttctttggtt ttecttctaa ttaattaaaa aatacattat 1140

cttet 1145

<210>9

<211> 209

<212> ADN

<213> Mus musculus
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<400>9
gggcetggaga gatggetcag tggttaagag cacctgactg ctettecage ggtectgagt

tcaattcceca geaaccacat ggtggeteac aaccatetgt aatgagatet gatgeectet
tetggtgtgt ctgaagacag ctacagtgta cttacatata ataaataaat aaataaataa

atcttaaaaa aaaaaaaaag aaagaaaaa

<210> 10

<211> 228

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> rasgo_misc
<222> (125)..(125)
<223>nesa,c,got

<400> 10
ggggctggag agatagetea geggttaaga geactggetg ctetteccaga ggaceegggt

teggttecca geacecacat ggeggetcac aacegtetgt aactetagtt ccaggggate
tracncccte ttctgaccte cacgggeace aggeacgeac gtggtacaca gacgtacatg

cargcaaaac actcatacac ataaaataaa aataaatmtt twaaaaaa

<210> 11
<211>1013

<212> ADN

<213> Mus musculus
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<400> 11
cggcteeteg ggtttgtgte tgcaggtgee atecegegaag atgeagetga ageegatgga

gattaaccce gagatgetga acaaagtgtt ggeccaagetg ggggtegeeg gecagtggeg
cttegeegac gtgetaggge tggaggagga gactetggge teagtgeeat ceectgectg
cgeeetgetg ctectgttte cecctecacgge ccageatgaa aacttcagga aaaagcaaat
tgaggaactg aagggacagg aagttageee taaagtttac ttcatgaage agaccategg
aadcteetgt ggtaccateg ggttgateca cgeagtggee aacaaccaag acaagetgga
atttgaggat ggatcegtee tgaaécagtt tctgtetgaa acggagaagce tgteceecga -
agatagagcc aagtgtttcg agaagaacga ggccatccag geggeccatg actecgtgge
ccaggagggc cagtgtcggg tagatgacaa agtgaattte cattttatte tgttcaacaa
cgtggacgge catctgtacg agetegatgg gegaatgeee tttecagtga accatggege

cagctcagag gactetetge tgecaggatge tgecaaggte tgecagagaat tecactgageg

cgagecagggg gaggteeget tetetgeegt ggetetetge aaageagett aagtetgggg
agagagaacc agcecgatecce cecttecetg ggecaggtgeg cgeggeeege cettggtitg
cagctttage acttagaacc acagetgtcet tettgegtte tacagececca teccctecac
cccacceagg ccaccagggg getetgteac agecacacca ggetgageac ttteecteet
gtgtgteteg taccttgete tetacggtet ctttggtite tgtetgtaag ttacggeect
ggatgtggtt tgtctagtee ttaagaggaa gaataaaact ttgetggtga gag
<210> 12

<211> 1929

<212> ADN
<213> Mus musculus

38
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<400> 12
acaaagctca gccecacacgt ggetegegeg aagecectegg actagagtee gegggecegte 60
gecacgecct cgagagetge teccegeget cgttgetgte egggtecate ctecgecace 120
tceeegtgat cgatetetea gteactecca aaccectaga taactcaggg cagagacgac 180
acccagetgg gegeeecage ceagecacct ceattgeaca gggegeggee ggetgggegt 240
ctccaaacga tgetettgga ggatagggac agagactgeg cgécgcgcca ctcactttgt 300
tcagcatctg aaagccaaaa gcaaagagga aaatgataat aaaactaaat gattcageta 360
ccgagetgta gectaagggte ageettattt cteeccgaage gacccageag ctatgettac 420
cteggggtta atctecateg gettcagetg catettegeg gatggeacet gecagacacaa 480
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acccgaggag ccgaaaaaac ageeggtgga geegeccagg ctgetgttat aaagegeegg 540
cctegeteac tgggaaagee tgagecagggg agacgggage agaaacaage agaggaggaa 600
ggccaagagg getegaacte ccccatgeac cgeacagaat ggtacaagee aageccccaa 660
accttgeagt ctcactcgee gaagtgetee ceggactggg catggtagea cgeacetgtg 720
attccagecag ctgagagaga ggecgageec acatggaate cattgtgeag tgetagagga 780
ggtcagaaga gggeattgga teececcagaa ctggagttat acggtaacet cgtggtggtt 840
gtgaaccacc atgtggatgg atattgagtt ccaaacactg gtectgtgea agageateca 900
gtgctcttaa gtgetgagee atetetttag ctecagtete ttaaaaaaca aacaaacgaa 960

cgaacageaa gggagetggg tatgacaaca catactataa ttetagtact caggatgetg 1020

aaacaggagg attgectgac tgggagatat aaggagaatc tgttgtcace cecaccecte 1080

cccataaagg cagaataaaa gaacgtccta taaacaaata aacaaacaac ccaataaaac 1140

aaaaccaaga tcteteeace ttttetttge tttttcagac tttgtaataa ggeectttgg 1200

agtgcaggat attcggeagg acaagcagag agggagacca tcagttcttt ctttgatcaa 1260

gaagactatg ttccttagea aactggtgtg tattatetet tatgecaatga geetggaaag 1320

agggcacagc caccgaggat ggtacagcat ggatggatgg tacgetacag agacteggga 1380

gcccaactgt gagtggcetga ctggeatggt aggttcaggg aagaattgge ctgtgaagaa 1440

aatgttcttg aaaagtgaac aaggtgecagg aggtaggagt gggtectggg caaageaggg 1500

ggtgecatece agectcaggg aatageacag cagaggtetg ttgatgeatg cgagtgeatg 1560
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acctgcttge caatagacga tcaagaatgg gecaaageate atgggtgatg agtgggagag 1620

gggatgagac atteetttet cecetgetgag acttecattg aaccgatgag ttetgaatag 1680

aagatgccecce cccaccecee caccagtgta gaatctgaag ggaggeatat attaccctat 1740

attactctgt gttggeggeg agetatetga cagecaacet teccatacat tteattggge 1800

atacactaat gacaggaagt tccttttget tgtatgcaag agatggcetca cacgatggag 1860

aatttaatct tgttagtttg ttatttatgt gtectaaatt ttgttcaata aaaatgaaac 1920

actcctatg 1929

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 13
acaaagctca gcccacacgt 20

<210> 14

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 14
catagggttc att 13

<210> 15

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15
atgcagctga agccgatg 18

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 16
ttaagctgct tigcagagag ¢ 21

<210> 17
<211> 21
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 17
cgcgeagtga cacagcacaa a

<210> 18

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18
taccattctg tgcggtgea

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 19
gacctcctct agcactgcac a

<210> 20

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
caatggattc catgt

<210> 21

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
gatataagga gaatctg

<210> 22

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
ttatagtatg tgttgtc

<210> 23

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 855577713

21

19

21

15

17

17
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<220>
<223> cebador

<400> 23
gatataagga gaatctg

<210> 24

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
caatggattc catgt

<210> 25

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
gaattcctce agtctctta

<210> 26

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 26
tgctagagga gg

<210> 27

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 27
gtcaggcaat cc

<210> 28

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 28
tgctagagga gg

<210> 29

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

ES 2 855577713
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<400> 29
aaagagatgg ¢

<210> 30

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 30
cacacccgcc accagttc

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
cccattccca ccatcacacc

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
gcagtggcaa agtggagatt

<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 33
gcagaagggg cggagatgat

<210> 34

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 34
gcacctgcag acacaaacc

<210> 35

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 35
tctctcaget getggaatca

ES 2 855577713
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<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36
ctggtgtgta tctcttatge

<210> 37

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 37
cteccgagte tetgtage

<210> 38

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 38
cccgecgata gagecaag

<210> 39

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 39
atggttcact ggaaaggg

<210> 40

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 40
ccatgcaccg cacagaatg

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 41
gaaagctccc tcaaatagge

<210> 42
<211> 22
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42
tgtggtgtce aagtgttcat gc

<210> 43

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43
cggagcacca catcgatcta ag

<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 44
caacgttggg gatgacttct

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 45
tcgattccca ttacccacat

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 46
ttgagcgact ccaggaaact

<210> 47

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 47
gagtectggt gaggetgte

ES 2 855577713
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de &cido nucleico funcional que actda en trans que comprende:

(a) una secuencia determinante de la diana que comprende una secuencia antisentido para una secuencia
diana en el ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas;

y

(b) una secuencia reguladora que comprende:

Gen con AS_
refseq

NM_177182

NM_009351

NM_144515

NM_198300

NM_028428

NM_010661

NM_007485

NM_010633

NM_030207

NM_145470

NM_024282

NM_133994

NM_133994

NM_178244

NM_008997

NM_080555

NM_010332

(1) un ARN, que esta codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos que se muestra
en SEQ ID NO: 1;

(2) un ARN, que esta codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en
SEQ ID NO: 2;

(3) un ARN, que esta codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos que se muestra
en SEQ ID NO: 3;

(4) un ARN codificado por un ADN que consiste en una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo
que consiste en las secuencias que se muestran en la siguiente tabla:

inicio fin hebra |subtipo Leyenda; ID clon ADNc_posicién de
B2 B2 Inicio del alineamiento_Final de
alineamiento_tipo de elemento de
Repeticion
973 1013 |-2766 |+ B2_Mm2 |SINE/B2 |2 42 |-153 |>AK032380_973_1013 +_B2_Mm2
859 1044 -1470 |+ B2_Mm1t |SINE/B2 |2 185 |-8 >AK033525_859_1044_ +_B2_Mmft
1564 1718 |-761 + B2_Mm2 |SINE/B2 |1 158 |-37 >AK033993_1564_1718 _+_B2_Mm2
520 712 |-1160 |+ B2_Mm2 |SINE/B2 |1 188 |-7 >AK039361 520 712_+ _B2_Mm2
1801 1997 |-245 + B2_Mm1t |SINE/B2 |1 193 |0 >AK042841_1801_1997 _+_B2_Mm1t
946 1111 |[-1515 |+ B2_Mm2 |SINE/B2 |1 195 |0 >AK043817_946_1111_+_B2_Mm2
722 912 |-417 |+ B2_Mm2 |SINE/B2 |1 194 |-1 >AK044205_722_912_+ _B2_Mm2
971 1164 | -67 + B2_Mm2 |SINE/B2 |1 195 |0 >AK047213_971_1164_ +_B2_Mm2
714 787 |-446 |+ B2_Mm2 |SINE/B2 |1 88 |-107 |>AK079217_714_787_+ _B2_Mm2
1498 1697 |-1057 |+ B2_Mm2 |SINE/B2 |1 193 |-2 >AK081722_1498_1697 _+_B2_Mm2
1379 1555 |-2 + B2_Mm2 |SINE/B2 |2 187 |-8 >AK132990_1379_1555 _+_B2_Mm2
1001 1057 |-86 + B2_Mm2 |SINE/B2 |2 58 |-137 |>AK133457_1001_1057 _+_B2_Mm2
1057 1137 |-6 + B2_Mm2 |[SINE/B2 (91 |171 |-24 >AK133457_1057_1137 _+_B2_Mm2
2323 2513 |-45 + B2_Mm2 |SINE/B2 |1 195 |0 >AK133632_2323_2513 _+_B2_Mm2
734 923 |-3 + B2_Mm2 |SINE/B2 |1 186 |-9 >AK133808_734_923 + _B2 _Mm2
286 382 |4 + B2_Mmit |SINE/B2 |75 |171 |-22 >AK134674_286_382_+ B2 Mmit
2428 2606 |-1 + B2_Mm2 |SINE/B2 |1 183 |-12 >AK135599 2428 2606 _+_B2_Mm2
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NM_172467 2948 3108 |-3 + B2_Mm2 |SINE/B2 |1 162 |-33 >AK137583_2948 3108 _+_B2_Mm2
NM_175115 |81 274 |-2006 |+ B2_Mm2 |SINE/B2 |2 195 |0 >AK138675_81_274 +_ B2_Mm2
NM_010071 3150 3339 |-54 + B2_Mm2 |SINE/B2 |1 195 |0 >AK155102_3150_3339 _+_B2_Mm2
NM_183014 288 442 |-20 + B3A SINE/B2 |48 198 |0 >AK015655_288 442 + B3A
NM_026555 |277 435 |-24 + B3A SINE/B2 |40 198 |0 >AK021299_277_435_+ _B3A
NM_033077 1109 1295 |-1732 |+ B3A SINE/B2 |5 189 |-9 >AK029689_1109_1295 + B3A
NM_019789 1052 1211 |-1195 |+ B3 SINE/B2 |33 196 |-20 >AK030353_1052_1211 _+_B3
NM_178891 | 2403 2558 |-3 + B3 SINE/B2 |20 176 |-40 >AK030551_2403_2558 _+_B3
NM_145579 2546 2719 |-346 + B3 SINE/B2 |2 206 |-10 >AK031007 2546 2719 _+ B3
NM_008510 2255 2404 |-429 + B3A SINE/B2 |57 198 |0 >AK034030 2255 2404 _+ B3A
NM_153579 |1071 1262 |-798 + B3 SINE/B2 |1 214 |-2 >AK035406_1071_1262 _+_B3
NM_145942 1006 1219 |-681 + B3 SINE/B2 |2 216 |0 >AK037188_1006_1219 _+_B3
NM_025788 1871 2045 |-757 + B3 SINE/B2 |1 215 |-1 >AK039409_1871_2045 +_B3
NM_008019 |877 1044 |-1057 |+ B3 SINE/B2 |2 211 |-5 >AK040162_877_1044_ +_B3
2171\2_!_001081 1431 1582 |-6 + B3 SINE/B2 |69 216 |0 >AK040401_1431_1582 _+_B3
2171\2_!_001 081 |1586 1745 |-2 + B3 SINE/B2 |3 206 |-10 >AK040401_1586_1745 _+_B3
NM_007485 |722 810 |-519 + B3 SINE/B2 |1 89 |-127 |>AK044205_722 810_+ _B3
NM_007485 |835 912 | -417 + B3 SINE/B2 |138 215 |-1 >AK044205_835_912_+ _B3
NM_178794 826 959 |-986 + B3A SINE/B2 |2 129 |-69 >AK045196_826_959_+ B3A
NM_008915 | 737 940 |-298 + B3 SINE/B2 |8 201 |-15 >AK046652_737_940+ B3
NM_010633 |971 1096 [-135 + B3 SINE/B2 |1 129 |-87 >AK047213_971_1096_ +_B3
NM_199476 |3267 3405 -1039 |+ B3 SINE/B2 |2 149 |-67 >AK047540_3267_3405 _+_B3
NM_144795 2052 2248 |-546 + B3 SINE/B2 |2 210 |-6 >AK048854 2052 _2248 +_ B3
#N/A 1858 2028 |-5 + B3A SINE/B2 |1 176 |-22 >AK049524_1858_2028 _+_B3A
2121_001 038 |1207 1363 |-359 + B3A SINE/B2 |2 160 |-38 >AK053130_1207_1363 _+_B3A
NM_181423 |1666 1733 |-71 + B3A SINE/B2 |2 72 |-126 |>AK054359_1666_1733 _+ B3A
NM_153515 | 1403 1520 (-470 + B3A SINE/B2 |63 183 |-15 >AK078013_1403_1520 _+_B3A
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NM_198415 403 623 |-1212 |+ B3 SINE/B2 |1 216 |0 >AK078328_403_623_+ B3
NM_152220 |1794 1979 |-561 + B3 SINE/B2 |3 213 |-3 >AK078537_1794_1979 _+_B3
NM_025729 |1 165 |-203 + B3 SINE/B2 |15 177 |-39 >AK079403_1_165_+_B 3
NM_016693 | 1307 1517 |-13 + B3 SINE/B2 |2 216 |0 >AK080235_1307_1517 _+_B3
NM_010151 |814 1024 |-451 + B3 SINE/B2 |2 216 |0 >AK082108_814_1024_ +_B3
NM_009713 1690 1882 |-5 + B3 SINE/B2 |1 199 |-17 >AK082325_1690_1882 _+_B3
gé\gﬁOM 029 |221 280 |-1179 |+ B3 SINE/B2 |108 168 |-48 >AK084376_221_280_+ B3
NM_009737 1805 2005 |-406 + B3 SINE/B2 |1 207 |-9 >AK085337_1805_2005 _+_B3
NM_027081 984 1130 |-1155 |+ B3 SINE/B2 |1 162 |-54 >AK086470_984 1130_+ B3
NM_018779 |876 1062 |-530 + B3A SINE/B2 |2 188 |-10 >AK089148_876_1062_ +_B3A
NM_027919 1468 1667 |-185 + B3 SINE/B2 |1 213 |-3 >AK090182_1468_1667 _+_B3
NM_011034 434 608 |[-12 + B3 SINE/B2 |2 216 |0 >AK131819_434 608_+ B3
NM_175551 |1802 1895 |-513 + B3A SINE/B2 |64 176 |-22 >AK132737_1802_1895 _+_B3A
NM_175551 1829 1928 |-480 + B3 SINE/B2 |101 |213 |-3 >AK132737_1829_1928 +_B3
NM_007921 |951 1134 |-1650 |+ B3A SINE/B2 |3 187 |-11 >AK133325_951_1134_+ B3A
l(;l‘lt\g_om 039 |1220 1315 |-292 + B3A SINE/B2 |48 142 |-56 >AK134755_1220_1315 _+_B3A
NM_177328 1378 1504 |-285 + B3 SINE/B2 |85 216 |0 >AK134874_1378_1504 _+_B3
NM_021899 |1172 1259 |-140 + B3 SINE/B2 |1 95 |-121 |>AK135206_1172_1259 _+ B3
NM_008705 | 1521 1717 |-572 + B3A SINE/B2 |1 197 |-1 >AK136279_1521_1717 _+_B3A
25227001 079 |2116 2299 |-702 + B3 SINE/B2 |6 208 -8 >AK137643_2116_2299 +_B3
lg\l:la\/zl_001 079 |3059 3253 |-2 + B3 SINE/B2 |4 205 |-11 >AK137643_3059 3253 +_B3
gé\ngm 033 | 2524 2698 |-63 + B3A SINE/B2 |4 181 |-17 >AK138296 2524 2698 _+_ B3A
NM_008962 928 1095 |-375 + B3 SINE/B2 |1 153 |-63 >AK138521_928 1095_+ B3
NM_175349 |2151 2347 |-181 + B3A SINE/B2 |11 196 |-2 >AK139254_2151_2347 _+_B3A
NM_177003 |1277 1466 (0 + B3 SINE/B2 |1 200 |-16 >AK139647_1277_1466 _+_B3
NM_007965 | 1338 1488 |-5 + B3 SINE/B2 |51 216 |0 >AK140072_1338_1488 _+_B3
NM_010192 |1808 1933 |-45 + B3 SINE/B2 |1 126 |-90 >AK140346_1808_1933 _+_B3
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NM_001159
519
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B3A

B3A

B3

B3

B3

B3

B3

B3A

B3A

B3

B3

B3A

B3

B3

B2_Mm la

B2_Mm2

B2 Mm la
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B2_Mm2

B2_Mm1t
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SINE/B2

SINE/B2

SINE/B2
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SINE/B2
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131
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28

60

109

58

40

-8

-13

130

156

211

210

216

141

205

169

163

56

177

198

210

216

108

191

185

189

184

191

101

180

195

-160

137
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>AK140616_1871_1983 _+_B3A

>AK140616_2318_2342 _+_B3A

>AK142359_2061_2142 +_B3

>AK142507_2963_3148 _+_B3

>AK142879_2740_2968 _+_B3

>AK143143 5202 5272 _+ B3

>AK143279_1344_1513 _+_B3

>AK149843_2001_2167 _+_B3A

>AK157402_1440_1548 + B3A

>AK157402_2503_2556 _+_B3

>AK157402_2544_2616 _+_B3

>AK157402_2702_2896 _+_ B3A

>AK160921_1778_1909 _+_B3

>AK165234_2153_2335 +_B3

>AK014613_945_1052_
RC_B2_Mm1ia

>AK016234 1102_1289
_RC_B2_Mm2

>AK029702_1565_1750
_RC_B2_Mm1ia

>AK030803_531_710_R C_B2_Mm2

>AK039409_1687_1839
_RC_B2_Mm2

>AK040275 16261682
_RC_B2_Mm2

>AK040275 1682_1739
_RC_B2_Mm2

>AK040275_1776_1952
_RC_B2_Mmfit

>AK044205_1137_1341
_RC_B2_Mm2
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NM_010567
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NM_026115

NM_010398

NM_007893

NM_007893
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RC
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B2_Mm2

B2 Mm la
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B2_Mm2

B2_Mm2

B2_Mm2

B2_Mm2

SINE/B2

SINE/B2

SINE/B2

SINE/B2

SINE/B2

SINE/B2

SINE/B2
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SINE/B2

SINE/B2

SINE/B2

SINE/B2
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-5

-14

-10

-14

190

179

128

98

183

181

191

195

186

157

195

193

135

130

190

187

195

194

187

101

182

190

101

123

47

137
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>AK048762_537_714_R C_B2_Mm2

>AK049449_1005_1172
_RC_B2_Mmfit

>AK054076_282_407_R C_B2_Mm2

>AK054076_1764_1860
_RC_B2_Mm2

>AK076350_1_181_RC_B2_Mm1ia

>AK076438_984 1157_RC_B2_Mm2

>AK079094 2158 2323 _RC_B2_Mm2

>AK086953_1870_2057
_RC_B2_Mm2

>AK132441_2088_2261
_RC_B2_Mm2

>AK133162_5305_5461
_RC_B2_Mm2

>AK137370_1059_1251
_RC_B2_Mm2

>AK138181_1613_1794
_RC_B2_Mm2

>AK141165_2088_2222 RC_B2 Mm2

>AK141411_935_1064_RC_B2_Mm2

>AK145736_3103_3283
_RC_B2_Mm2

>AK147092_748 810_R C_B2_Mmia

>AK148373_935_1129_RC_B2_Mm2

>AK155374_3593_3791
_RC_B2_Mm2

>AK157261_1080_1265
_RC_B2_Mm2

>AK163105_764_820_RC_B2_Mm2

>AK163105_894_1062_ RC_B2 Mm2

>AK163105_1390_1436
_RC_B2_Mm2

>AK163105_1436_1490
_RC_B2_Mm2
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NM_007893 (1543 1701 |-299 |RC B2 Mmit |SINE/B2 |-24 169 |1 >AK163105_1543_1701
_RC_B2_Mmit
NM_177186 (1783 1964 -258 |RC | B2_Mmit |SINE/B2 |-7 186 2 >AK163831_1783_1964
_RC_B2_Mmit
NM_030714 [1401 1588 -809 |RC B2 _Mm2 |SINE/B2 0 195 3 >AK165234_1401_1588
_RC_B2_Mm2
NM_001110 1253 1420 -1139 |RC |B2_Mm2 |SINE/B2 |-22 (173 2 >AK169421_1253_1420
101 _RC_B2_Mm2
NM_007601 (387  |544 |-1715 |[RC | B3A SINE/B2 |-22 176 |1 >AK016423_387_544_R C_B3A
NM_027346 (1459 1690 -74 |RC B3 SINE/B2 -2 214 |1 >AK019925_1459_1690 _RC_B3
NM_138664 1382 1411 -1334 |RC | B3A SINE/B2 |-148 |50 |21 | >AK028982_1382_1411 _RC_B3A
NM_013840 (160 290 |-556 |RC B3 SINE/B2 |-79 137 |9 ~AK029359_160_290 R C_B3
NM_013840 (774 960 |-72 |RC B3 SINE/B2 -7 209 |1 >AK029359_774_960_R C_B3
NM_153591 |769  |982 |-1569 |RC B3 SINE/B2 -6 210 |1 >AK032194_769_982_R C_B3
NM_028794 (1926 2130 -654 |RC B3 SINE/B2 |-12 204 |2 >AK032215_1926_2130 _RC_B3
2:\/117001012 1317 1437 -1013 |RC B3 SINE/B2 |-44 172 |38 | >AK034331_1317_1437 _RC_B3
2111\1_001012 1335 1437 |-1013 |RC  |B3A SINE/B2 |-54 |144 (38 | >AK034331_1335_1437 _RC_B3A
NM_134122 (1094 1205 -719 |RC B3 SINE/B2 |-88 128 |1 >AK035015_1094_1205 _RC_B3
NM_153579 (1443 1617 |-577 |RC B3 SINE/B2 -2 |214 |45 | >AKO035406_1443_1617 _RC_B3
NM_153579 |1483 1633 -561 |RC | B3A SINE/B2 |-18 180 |27 | >AK035406_1483_1633 _RC_B3A
glm_omom 1615 |1715 218 |RC  |B3A SINE/B2 |-88 110 |1 >AK039704_1615_1715 _RC_B3A
NM_018747 |432 531 |-1672 |[RC | B3A SINE/B2 |-31 |167 |49 | >AK040672_432 531_R C_B3A
NM_176841 1677 1886 |-64 |RC B3 SINE/B2 (0 (216 |2 >AK041236_1677_1886 _RC_B3
NM_133878 (1676 1882 |-314 |RC B3 SINE/B2 -7 209 |1 >AK041654_1676_1882 RC_B3
NM_145215 |2334 2533 |-484 |RC B3 SINE/B2 [0 |216 |3 >AK041742_2334_2533 RC_B3
NM_145369 (1132 |1336 -593 |RC B3 SINE/B2 -7 209 |5 >AK042861_1132_1336 _RC_B3
NM_172691 |248 442 |-151 |RC | B3A SINE/B2 |-18 180 (10  |>AK043958_248_442 R C_B3A
NM_007485 (938 1127 |-202 |RC B3 SINE/B2 |-37 179 |2 >AK044205_938 1127_RC_B3
NM_007485 (989 1127 -202 |RC | B3A SINE/B2 |-57 141 |2 >AK044205_989_1127_RC_B3A
NM_007925 (592 713 |-719 |RC B3 SINE/B2 |-54 162 (39 | >AK045677_592_713_R C_B3
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-160

56

212

191

194

162

216

193

143

160

119

216

156

180

189

150

211

198

67

173

176
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159

142
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2

10
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144

47

34

28

14
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66

14

>AK046828 3566_3620 _RC_B3

>AK047213_431_640_R C_B3

>AK047213_457_640 R C_B3A

>AK047301_1460_1636 _RC_B3A

>AK047540_2716_2780 _RC_B3A

>AK048309_1203_1416 _RC_B3

>AK048747_2342_2396 RC_B3A

>AK048747_2430_2530 _RC_B3A

>AK053130_159_275 R C_B3

>AK054076_1747_1860 _RC_B3

>AK078161_1134_1337 _RC_B3

>AK078321_521_690_R C_B3

>AK079515_882_1046_ RC_B3A

>AK080749_1081_1179 _RC_B3

>AK086589_2420_2567 _RC_B3A

>AK090347_1420_1597 _RC_B3

>AK132393_1871_2066 _RC_B3A

>AK132393_2342_ 2408 _RC_B3A

>AK132393_2473_2606 _RC_B3A

>AK132441_2113_2261 _RC_B3

>AK132441_4127_4308 _RC_B3

>AK132990_1137_1290 _RC_B3A

>AK134874 277 358 R C_B3A

>AK134874_405 484 R C_B3A

>AK134874_545_713_R C_B3A

>AK134874_787 971 R C_B3A

>AK135206_161_307_R C_B3A

>AK135599_228 409_R C_B3
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NM_172407 1470 1683 |-74 |RC B3 SINE/B2 -5 211 |2 >AK143014_1470_1683 _RC_B3
NM_ 001009 (1389  |1495 -157 |RC B3 SINE/B2 |-96 120 |1 >AK143784_1389_1495 RC_B3
935

NM_019827 (2953 3143 |-1064 'RC B3 SINE/B2 -1 215 |1 >AK145079_2953_3143 _RC_B3
NM_ 011212 |2131 2283 -1263 |RC | B3A SINE/B2 |-47 151 |2 >AK148045_2131_2283 _RC_B3A
NM_010567 (984 (1129 -78 |RC | B3A SINE/B2 |-60 138 |2 >AK148373_984_1129_RC_B3A
NM_001110 |1406 1594 -400 |RC | B3A SINE/B2 |-10 188 |2 >AK149403_1406_1594 _RC_B3A
504

NM_026036 (2270 2439 0 RC B3 SINE/B2 -4 |212 |27 | >AK149843 2270_2439 RC_B3
NM_010398 (1292 1476 -698 |RC | B3A SINE/B2 |-11 187 |3 >AK157261_1292_1476 _RC_B3A
NM_001110 [1292 1362 -572 |RC | B3A SINE/B2 |-112 |86 |11  |>AK160921_1292 1362 RC_B3A
504

NM_007893 (1080 1254 -746 |RC B3 SINE/B2 |0 |216 |21 | >AK163105_1080_1254 RC_B3
NM_007893 [1427 1491 -509 |RC | B3A SINE/B2 |-82 116 |46 | >AK163105_1427 1491 RC_B3A
NM_030714 1954 2064 -333 |RC B3 SINE/B2 |-95 121 |2 >AK165234_1954_2064 RC_B3
NM_001110 |853 1043 |-1516 |[RC B3 SINE/B2 -5 (211 |6 >AK169421_853 1043_RC_B3

101

NM_001110 |1742 1936 -623 |RC B3 SINE/B2 -2 (214 |8 >AK169421_1742_1936 _RC_B3
101

;0

(5) un ARN que es al menos 95% similar al ARN de (1), (2), (3) o (4) y tiene la funcidn de incrementar la eficacia de la
sintesis de proteinas.

2. Una molécula de acido nucleico funcional que actia en trans segun la reivindicacion 1, en donde la secuencia
determinante de la diana esta ubicada entre un extremo 5' terminal y la secuencia reguladora en la molécula de &cido
nucleico funcional.

3. Una molécula de acido nucleico funcional que actla en trans segun la reivindicacion 1 o 2, en donde la secuencia
determinante de la diana tiene al menos 60% de similitud con una secuencia complementaria a una secuencia
correspondiente en el ARN que codifica la proteina o una secuencia alrededor del primer codén de inicio 5' terminal
de la secuencia que codifica la proteina.

4. Una molécula de acido nucleico funcional que actia en trans segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
donde la secuencia reguladora de la molécula de &cido nucleico funcional esta orientada en una direccion inversa con
respecto a la direccion de traduccion.

5. Una molécula de acido nucleico funcional que actia en trans segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en
donde la secuencia determinante de la diana esta disefiada para ser hibridable con una 5'-UTR (region no traducida)
del ARN que codifica la proteina o una secuencia alrededor de la primera codén de inicio 5'-terminal de la secuencia
que codifica la proteina.

6. Un método para producir una molécula de acido nucleico funcional que actia en trans de la reivindicacién 1,
comprendiendo dicho método la etapa de preparar una molécula de ARN que comprende:

(a) una secuencia determinante de la diana que comprende una secuencia antisentido para una secuencia
diana en el ARN que codifica la proteina para el que se va a incrementar la eficacia de sintesis de proteinas;y

(b) una secuencia reguladora que comprende:

54



ES 2 855577713

(1) un ARN, que esta codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos que se muestra en
SEC ID NO: 1;

(2) un ARN, que esté codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC
ID NO: 2;

(3) un ARN, que esta codificado por un ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos que se muestra en
SEQ ID NO: 3;

(4) un ARN codificado por un ADN que consiste en una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste en las secuencias que se muestran en la siguiente tabla:

Gen con inicio |fin B2 hebr |subtipo Leyenda; ID clon ADNc_posicién de Inicio del
AS_refseq B2 a alineamiento_Final de alineamiento_tipo de
elemento de Repeticién

NM_177182 |973 1013 |-2766 |+ B2_ Mm2 |SINE/ |2 |42 |- >AK032380_973_1013 +_B2_Mm2
B2 15
3

NM_009351 |859 1044 |-1470 + B2_Mmit |SINE/ |2 |18 |-8 |>AK033525_859 1044 + B2 Mmit

B2 5

NM_144515 | 1564 1718 |-761 |+ B2 Mm2 |SINE/ |1 15 |-37 |>AK033993_1564_1718 _+_B2_Mm2
B2 8

NM_198300 520 712 |-1160 + B2_Mm2 |SINE/ |1 18 |-7 |>AK039361 520 712_+ _B2_Mm2
B2 8

NM_028428 | 1801 1997 |-245 |+ B2_Mmit |SINE/ |1 19 |0 | >AK042841_1801_1997 _+_B2 Mmit
B2 3

NM_010661 |946 1111 |-1515 |+ B2 Mm2 |SINE/ |1 19 |0 |>AK043817_946_1111_+ B2 Mm2
B2 5

NM_007485 (722 912 |-417 |+ B2_Mm2 |SINE/ |1 19 |-1 | >AK044205_722 912_+_B2 Mm2
B2 4

NM_010633 |971 1164 |-67 + B2_Mm2 |SINE/ |1 19 |0 |>AK047213_971_1164_+ B2 Mm2

B2 5
NM_030207 (714 787 |-446 |+ B2_Mm2 |SINE/ |1 88 |- >AK079217_714_787_+ _B2_Mm2
B2 10

NM_145470 11498 1697 |-1057 |+ B2_Mm2 |SINE/ |1 19 |-2 |>AK081722_1498_1697 _+_B2_Mm2
B2 3

NM_024282 (1379 1555 |-2 + B2_Mm2 |SINE/ |2 |18 |-8 |>AK132990_1379_1555_+ B2 Mm2

B2 7
NM_133994 | 1001 |1057 |-86 + B2_ Mm2 |SINE/ |2 |58 |- >AK133457_1001_1057 _+_B2_Mm2
B2 13

NM_133994 1057 1137 |-6 + B2_Mm2 |SINE/ |91 |17 |-24 |>AK133457_1057_1137 _+ B2 Mm2
B2 1

NM_178244 2323 2513 |-45 + B2_Mm2 |SINE/ |1 19 |0 |>AK133632_2323_2513 _+_B2_Mm2
B2 5

55



ES 2 855577713

NM_008997 734 923 |-3 + B2_Mm2 |SINE/ |1 18 |-9 |>AK133808 734 923 _+ B2 Mm2
B2 6

NM_080555 286 382 |-4 + B2 Mmit |SINE/ |75 |17 |-22 |>AK134674_286_382_+ B2 Mmit
B2 1

NM_010332 (2428 2606 |-1 + B2_Mm2 |SINE/ |1 18 |-12 |>AK135599_2428_ 2606 _+_B2_Mm2
B2 3

NM_172467 (2948 3108 |-3 + B2_Mm2 |SINE/ |1 16 |-33 |>AK137583_2948 3108 _+_B2_Mm2
B2 2

NM_175115 |81 274 |-2006 |+ B2 Mm2 |SINE/ |2 |19 |0 |>AK138675_81_274 +_ B2 _Mm2
B2 5

NM_010071 (3150 3339 |-54 + B2_Mm2 |SINE/ |1 19 |0 |>AK155102_3150_3339 _+_B2_Mm2

B2 5

NM_183014 |288 442 | -20 + B3A SINE/ |48 |19 |0 |>AKO015655 288 442 + B3A
B2 8

NM_026555 (277 435 |-24 + B3A SINE/ 40 |19 |0 |>AK021299_277 435_+ B3A
B2 8

NM_033077 (1109 1295 |-1732 |+ B3A SINE/ |5 (18 |-9 |>AK029689_1109_1295 _+_ B3A
B2 9

NM_019789 |1052 1211 |-1195 |+ B3 SINE/ |33 |19 |-20 |>AK030353_1052_1211 _+_B3
B2 6

NM_178891 | 2403 2558 |-3 + B3 SINE/ |20 |17 |-40 |>AK030551_2403 2558 _+ B3
B2 6

NM_145579 2546 (2719 |-346 |+ B3 SINE/ |2 |20 |-10 |>AK031007 2546 2719 _+ B3
B2 6

NM_008510 |2255 2404 |-429 |+ B3A SINE/ |57 |19 |0 |>AK034030 22552404 + B3A
B2 8

NM_153579 (1071 1262 |-798 |+ B3 SINE/ |1 21 |-2 |>AK035406_1071_1262 _+ B3
B2 4

NM_145942 1006 1219 |-681 |+ B3 SINE/ |2 |21 |0 |>AKO037188_1006_1219 _+_B3
B2 6

NM_025788 | 1871 2045 |-757 |+ B3 SINE/ |1 21 -1 |>AK039409_1871_2045 + B3
B2 5

NM_008019 877 1044 |-1057 |+ B3 SINE/ |2 |21 |-5 |>AK040162_877_1044_+ B3
B2 1

NM_001081 | 1431 1582 |-6 + B3 SINE/ |69 (21 |0 |>AK040401_1431_1582 _+_B3

475 B2 6

NM_001081 | 1586 1745 |-2 + B3 SINE/ |3 |20 |-10 |>AK040401_1586_1745 +_B3

475 B2 6

NM_007485 (722 810 |-519 |+ B3 SINE/ |1 89 |- >AK044205_722_810_+ _B3
B2 12
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NM_178794

NM_008915
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#N/A
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1307

814

1690

221

1805

984

876

912

959

940

1096

3405

2248

2028

1363

1733

1520

623

1979

165

1517

1024

1882

280

2005

1130

1062

-417

-986

-298

-135

-1039

-546

-359

-470

-1212
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-203

-13

-451

-1179

-406

-1155

-530
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B3A
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B3

B3

B3

B3A

SINE/
B2

SINE/

SINE/
B2

SINE/

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/
B2

SINE/

SINE/
B2

SINE/
B2
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B2
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B2
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B2

SINE/

SINE/
B2

SINE/
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B2
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15

57

-15

-17

-10

>AK044205_835 912_+ B3

>AK045196_826_959_+ B3A

>AK046652_737_940+ _B3

>AK047213_971_1096_ + B3

>AK047540_3267_3405 +_B3

>AK048854_2052_2248 _+ B3

>AK049524 1858 2028 _+ B3A

>AK053130_1207_1363 _+_B3A

>AK054359_1666_1733 _+_B3A

>AK078013_1403_1520 _+_B3A

>AK078328_403_623_+ B3

>AK078537_1794_1979 _+_B3

>AK079403_1_165_+_B3

>AK080235_1307_1517 _+_B3

>AK082108_814_1024_ +_B3

>AK082325_1690_1882 _+_B3

>AK084376_221_280_+ B3

>AK085337_1805_2005 _+_B3

>AK086470_984_1130_ +_B3

>AK089148 _876_1062_ + B3A
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NM_027919 | 1468 1667 |-185 |+ B3 SINE/ |1 21 |-3 |>AK090182_1468 1667 _+ B3
B2 3

NM_011034 434 608 |-12 + B3 SINE/ |2 |21 |0 |>AK131819_434 608_+ _ B3
B2 6

NM_175551 (1802 1895 |-513 |+ B3A SINE/ |64 (17 |-22 |>AK132737_1802_1895 _+_B3A
B2 6

NM_175551 |1829 1928 |-480 |+ B3 SINE/ |10 |21 |-3 |>AK132737_1829_ 1928 +_ B3
B2 1 3

NM_007921 | 951 1134 |-1650 |+ B3A SINE/ |3 |18 |-11 |>AK133325_951_1134_+ B3A
B2 7

NM_001039 (1220 1315 |-292 |+ B3A SINE/ |48 |14 |-56 |>AK134755_1220_1315 _+_B3A

042 B2 2

NM_177328 | 1378 1504 |-285 |+ B3 SINE/ |85 (21 |0 |>AK134874_1378_1504 +_ B3
B2 6

NM_021899 |1172 1259 |-140 |+ B3 SINE/ |1 95 |- >AK135206_1172_1259 _+_B3
B2 12

1

NM_008705 |1521 1717 |-572 |+ B3A SINE/ |1 19 |-1 | >AK136279_1521_1717 _+_B3A
B2 7

NM_001079 (2116 2299 |-702 |+ B3 SINE/ |6 (20 |-8 |>AK137643_2116_2299 +_B3

932 B2 8

NM_001079 3059 3253 |-2 + B3 SINE/ |4 |20 |-11 |>AK137643_3059 3253 +_B3

932 B2 5

NM_001033 |2524 2698 |-63 + B3A SINE/ |4 |18 |-17 |>AK138296 2524 2698 _+ B3A

286 B2 1

NM_008962 928 1095 |-375 |+ B3 SINE/ |1 15 |-63 |>AK138521_928_1095_ +_B3
B2 3

NM_175349 |2151 2347 |-181 |+ B3A SINE/ |11 |19 |-2 |>AK139254 2151 2347 + B3A
B2 6

NM_177003 (1277 1466 |0 + B3 SINE/ |1 20 |-16 |>AK139647_1277_1466 _+_B3
B2 0

NM_007965 (1338 1488 |-5 + B3 SINE/ |51 |21 |0 |>AK140072_1338_1488 _+_B3
B2 6

NM_010192 |1808 |1933 |-45 + B3 SINE/ |1 12 |-90 |>AK140346_1808_1933 _+_B3
B2 6

NM_027446 (1871 1983 |-2794 + B3A SINE/ |1 13 |-68 |>AK140616_1871_1983 _+_B3A
B2 0

NM_027446 (2318 2342 |-2435 + B3A SINE/ |13 |15 |-42 |>AK140616_2318_2342 _+_B3A
B2 1 6

NM_177186 |2061 2142 |-351 |+ B3 SINE/ |13 |21 |-5 |>AK142359_2061_2142 +_B3
B2 0 |1
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NM_145134 |2963 3148 |-1292 |+ B3 SINE/ |28 |21 |-6 |>AK142507_2963_3148 +_B3
B2 0

NM_009890 |2740 2968 |-135 |+ B3 SINE/ |1 21 |0 |>AK142879_2740_2968 + B3
B2 6

NM_146055 (5202 (5272 |-94 + B3 SINE/ |60 |14 |-75 |>AK143143 5202 5272 _+ B3
B2 1

NM_008977 |1344 1513 |-645 |+ B3 SINE/ |11 |20 |-11 |>AK143279_1344_1513 _+_B3
B2 5

NM_026036 |2001 (2167 |-272 |+ B3A SINE/ |1 16 |-29 |>AK149843 2001_2167 _+_B3A
B2 9

NM_001159 1440 1548 |-1422 + B3A SINE/ |55 |16 |-35 |>AK157402_1440_1548 + B3A

519 B2 3

NM_001159 |2503 2556 |-558 |+ B3 SINE/ |1 56 |- >AK157402_2503_2556 _+_B3

519 B2 16

0

NM_001159 |2544 (2616 |-498 |+ B3 SINE/ |10 (17 |-39 |>AK157402_2544 2616 _+_B3

519 B2 9 |7

NM_001159 |2702 (2896 |-412 |+ B3A SINE/ |1 19 |0 |>AK157402_2702_2896 _+_ B3A

519 B2 8

NM_001110 (1778 1909 |-25 + B3 SINE/ |58 (21 |-6 |>AK160921_1778_1909 _+_B3

504 B2 0

NM_030714 |2153 |2335 |-62 + B3 SINE/ |40 (21 |0 |>AK165234 2153_2335 _+_B3
B2 6

NM_025825 (945 1052 |-383 |RC |B2_Mmla |SINE/ |-85 |10 |1 >AK014613_945 1052_ RC_B2 Mm1ia
B2 8

NM_133756 | 1102 1289 |-246 |RC |B2_Mm2 |SINE/ -4 |19 |1 >AK016234_1102_1289 _RC_B2_Mm2
B2 1

NM_183294 | 1565 |1750 |-1384 RC B2 Mmla |SINE/ |-8 |18 |4 |>AK029702_1565_1750 RC_B2_Mm1ia
B2 5

NM_009446 | 531 710 |-2730 |[RC |B2_ Mm2 |SINE/ -6 |18 |2 |>AKO030803_531_710_R C_B2 _Mm2
B2 9

NM_025788 | 1687 1839 |-963 |RC |B2_Mm2 |SINE/ |-11 |18 |1 >AK039409_1687_1839 _RC_B2_Mm2
B2 4

NM_177785 |1626 1682 |-1130 RC |B2_Mm2 |SINE/ -4 |19 |13 |>AK040275_1626_1682 RC_B2_Mm2
B2 1 7

NM_177785 |1682 1739 |-1073 RC |B2_Mm2 |SINE/ |-94 |10 |46 |>AK040275_1682_1739 _RC_B2_Mm2
B2 1

NM_177785 |1776 1952 |-1036 RC |B2_Mmit |SINE/ |-13 |18 |2 |>AK040275_1776_1952 RC_B2 Mm1it
B2 0

NM_007485 | 1137 1341 |-192 |RC |B2_Mm2 |SINE/ |0 |19 |2 |>AK044205_1137_1341 _RC_B2_Mm2
B2 5
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60

14

47

>AK048762_537_714_R C_B2_Mm2

>AK049449_1005_1172 _RC_B2_Mmft

>AK054076_282_407_R C_B2_Mm2

>AK054076_1764_1860 _RC_B2_Mm2

>AK076350_1_181_RC_B2_Mm1ia

>AK076438_984 1157_RC_B2_Mm2

>AK079094 2158 2323 _RC_B2_Mm2

>AK086953_1870_2057 _RC_B2_Mm2

>AK132441_2088_2261 _RC_B2_Mm2

>AK133162_5305_5461 _RC_B2_Mm2

>AK137370_1059_1251 _RC_B2_Mm2

>AK138181_1613_1794 _RC_B2_Mm2

>AK141165_2088_2222 RC_B2 Mm2

>AK141411_935_1064_ RC_B2_Mm2

>AK145736_3103_3283 _RC_B2_Mm2

>AK147092_748 810_R C_B2 Mm1ia

>AK148373_935_1129_ RC_B2_Mm2

>AK155374_3593_3791 _RC_B2_Mm2

>AK157261_1080_1265 RC_B2_Mm2

>AK163105_764_820_RC_B2_Mm2
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>AK163105_894 1062_ RC_B2 Mm2

>AK163105_1390_1436 _RC_B2_Mm2

>AK163105_1436_1490 _RC_B2_Mm2

>AK163105_1543_1701 _RC_B2_Mmft

>AK163831_1783_1964 _RC_B2_Mmf1t

>AK165234_1401_1588 _RC_B2_Mm2

>AK169421_1253_1420 _RC_B2_Mm2

>AK016423_387_544 R C_B3A

>AK019925_1459_1690 _RC_B3

>AK028982_1382_1411 _RC_B3A

>AK029359_160_290 R C_B3

>AK029359_774 960_R C_B3

>AK032194_769_982_R C_B3

>AK032215_1926_2130 _RC_B3

>AK034331_1317_1437 _RC_B3

>AK034331_1335_1437 _RC_B3A

>AK035015_1094_1205 RC_B3

>AK035406_1443_1617 _RC_B3

>AK035406_1483_1633 _RC_B3A

>AK039704_1615_1715 _RC_B3A
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NM_018747 432 531 -1672 |[RC  |B3A SINE/ |-31 |16 |49 |>AK040672_432 531_R C_B3A
B2 7

NM_176841 | 1677 |1886 |-64 RC |B3 SINE/ |0 |21 |2 |>AK041236_1677_1886 RC_B3
B2 6

NM_133878 |1676 1882 |-314 |RC B3 SINE/ |-7 |20 |1 >AK041654_1676_1882 _RC_B3
B2 9

NM_145215 |2334 2533 |-484 |RC B3 SINE/ |0 |21 |3 |>AK041742_2334_2533 _RC_B3
B2 6

NM_145369 |1132 1336 |-593 |RC B3 SINE/ |-7 |20 |5 |>AK042861_1132_1336 RC_B3
B2 9

NM_172691 248 442 |-151 |RC |B3A SINE/ |-18 (18 |10 |>AK043958_ 248 442 R C_B3A
B2 0

NM_007485 |938 1127 |-202 |RC B3 SINE/ |-37 (17 |2 |>AK044205_938 1127_RC_B3
B2 9

NM_007485 989 1127 |-202 |RC |B3A SINE/ |-57 |14 |2 |>AK044205_989_1127_RC_B3A
B2 1

NM_007925 |592 713 |-719 |RC B3 SINE/ |-54 (16 |39 |>AK045677_592 _713_R C_B3
B2 2

NM_177006 |3566 3620 |-1104 RC B3 SINE/ |- 56 |2 |>AK046828_3566_3620 RC_B3
B2 16

0

NM_010633 | 431 640 |-591 |RC |B3 SINE/ |-4 |21 |8 |>AK047213_431_640_RC_B3
B2 2

NM_010633 457 640 |-591 |RC |B3A SINE/ |-7 |19 |8 |>AK047213_457_640 R C_B3A
B2 1

NM_008842 (1460 1636 |-53 RC |B3A SINE/ |-4 (19 |10 |>AK047301_1460_1636 _RC_B3A
B2 4

NM_199476 2716 2780 |-1664 RC |B3A SINE/ |-36 (16 |98 |>AK047540_2716_2780 _RC_B3A
B2 2

NM_013514 |1203 |1416 |-311 |RC B3 SINE/ |0 |21 |1 >AK048309_1203_1416 _RC_B3
B2 6

NM_080793 2342 2396 |-1333 RC |B3A SINE/ |-5 (19 |14 |>AK048747_2342_2396 RC_B3A
B2 3 |4

NM_080793 12430 2530 |-1199 RC |B3A SINE/ |-55 (14 |47 |>AK048747_2430_2530 RC_B3A
B2 3

NM_001038 |159 275 |-1447 RC B3 SINE/ |-56 (16 |34 |>AK053130_159_275_R C_B3

621 B2 0

NM_007836 |1747 1860 |-614 |RC B3 SINE/ |-97 [11 |2 |>AK054076_1747_1860 _RC_B3
B2 9

NM_010878 |1134 1337 |-1192 RC B3 SINE/ |0 |21 |1 >AK078161_1134_1337 _RC_B3
B2 6
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NM_011670 |521 690 |-995 |RC |B3 SINE/ |-60 (15 |1 >AK078321_521_690_R C_B3
B2 6

NM_026086 882 1046 |-355 |RC |B3A SINE/ |-18 |18 |1 >AK079515_882_1046_ RC_B3A
B2 0

NM_025396 |1081 1179 |-370 |RC B3 SINE/ |-27 (18 |75 |>AK080749_1081_1179 _RC_B3
B2 9

NM_007923 12420 2567 |-582 |RC |B3A SINE/ |-48 (15 |4 |>AK086589 2420 2567 _RC_B3A
B2 0

NM_028427 |1420 1597 |-495 |RC B3 SINE/ |-5 |21 |2 |>AK090347_1420_1597 _RC_B3
B2 1

NM_026157 | 1871 2066 |-1227 RC |B3A SINE/ |0 (19 |5 |>AK132393_1871_2066 _RC_B3A
B2 8

NM_026157 (2342 2408 |-885 'RC |B3A SINE/ |- 67 |1 >AK132393_2342 2408 _RC_B3A
B2 13

1

NM_026157 (2473 (2606 |-687 |RC |B3A SINE/ |-25 (17 |28 |>AK132393_2473_2606 _RC_B3A
B2 3

NM_175313 |2113 |2261 |-2958 RC B3 SINE/ |-40 |17 |14 |>AK132441_2113 2261 RC_B3
B2 6

NM_175313 4127 4308 |-948 'RC B3 SINE/ |-6 |21 |28 |>AK132441_4127_4308 _RC_B3
B2 0

NM_024282 | 1137 1290 |-91 RC |B3A SINE/ -39 (15 |1 >AK132990_1137_1290 _RC_B3A
B2 9

NM_177328 (277 358 |-1283 RC |B3A SINE/ |-56 |14 |66 |>AK134874 277 358_R C_B3A
B2 2

NM_177328 405 484 |-1157 RC |B3A SINE/ |- 65 |1 >AK134874_405_484 R C_B3A
B2 13

3

NM_177328 (545 713 |-928 'RC |B3A SINE/ |-4 |19 |14 |>AK134874_545_713 R C_B3A
B2 4

NM_177328 787 971 -670 |RC |B3A SINE/ |-4 (19 |7 |>AK134874_787_971_R C_B3A
B2 4

NM_021899 | 161 307 |-1092 RC |B3A SINE/ |-46 (15 |1 >AK135206_161_307_R C_B3A
B2 2

NM_010332 |228 409 |-1967 RC B3 SINE/ |-28 (18 |2 |>AK135599_228 409_R C_B3
B2 8

NM_172407 |1470 1683 |-74 RC |B3 SINE/ |-5 |21 |2 |>AK143014_1470_1683 _RC_B3
B2 1

NM_ 001009 | 1389 1495 |-157 |RC B3 SINE/ |-96 (12 |1 >AK143784_1389_1495 RC_B3

935 B2 0

NM_019827 |2953 3143 |-1064 RC B3 SINE/ |-1 |21 1 >AK145079_2953_3143 _RC_B3
B2 5
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NM_011212 |2131 2283 |-1263 RC |B3A SINE/ |-47 |15 |2 |>AK148045_2131_2283 _RC_B3A
B2 1

NM_010567 |984 1129 |-78 RC |B3A SINE/ |-60 |13 |2 |>AK148373_984 1129 RC_B3A
B2 8

NM_001110 | 1406 1594 |-400 RC |B3A SINE/ |-10 (18 |2 |>AK149403_1406_1594 _RC_B3A

504 B2 8

NM_026036 |2270 2439 |0 RC |B3 SINE/ |-4 |21 |27 |>AK149843 2270 _2439 RC_B3
B2 2

NM_010398 | 1292 1476 |-698 'RC |B3A SINE/ |-11 |18 |3 |>AK157261_1292 1476 _RC_B3A
B2 7

NM_001110 | 1292 1362 |-572 |RC |B3A SINE/ |- 86 |11 |>AK160921_1292_ 1362 _RC_B3A

504 B2 11

2

NM_007893 | 1080 |1254 |-746 |RC B3 SINE/ |0 |21 |21 |>AK163105_1080_1254 RC_B3
B2 6

NM_007893 | 1427 1491 |-509 'RC |B3A SINE/ |-82 (11 |46 |>AK163105_1427_1491 RC_B3A
B2 6

NM_030714 |1954 (2064 |-333 |RC B3 SINE/ |-95 |12 |2 |>AK165234_1954 2064 RC_B3
B2 1

NM_001110 |853 1043 |-1516 RC B3 SINE/ |-5 |21 |6 |>AK169421_853_1043_RC_B3

101 B2 1

NM_001110 |1742 1936 |-623 |RC B3 SINE/ |-2 |21 |8 |>AK169421_1742_1936 RC_B3

101 B2 4

, 0

(5) un ARN (i) que es al menos 95% similar al ARN de (1), (2), (3) o (4) y tiene la funcion de incrementar la
eficacia de la sintesis de proteinas.

7. Una molécula de ADN que codifica una molécula de acido nucleico funcional que actda en trans segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

8. Un Vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico funcional que actlda en trans segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o una molécula de ADN segun la reivindicacién 7.

9. Una composicién para incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas, que comprende una molécula de acido
nucleico funcional que actia en trans segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, una molécula de ADN segun
la reivindicacién 7, o un vector de expresién segun la reivindicacion 8.

10. Un método para incrementar la eficacia de la sintesis de proteinas, que comprende la paso de (a) permitir que una
molécula de acido nucleico funcional que actda en trans segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 coexista
con un ARN que codifica una proteina, cuya secuencia parcial del ARN que codifica la proteina tiene similitud con la
secuencia determinante diana de la molécula de ARN funcional.

11. El método seguln la reivindicacion 10, en donde la etapa (a) comprende transfectar a una célula la molécula de
acido nucleico funcional que actla en trans o una molécula de ADN segun la reivindicacion 7.

12. Un método para producir una proteina, que comprende la etapa de incrementar la eficacia de la sintesis de
proteinas mediante un método para incrementar la eficiencia de sintesis de proteinas segun la reivindicaciéon 10 o la
reivindicacion 11.
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FIG. 1
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Experimento 1: Diagrama esgquematico de la organizacion gendmica de Uchl1/AS
Uchli. Los exones de Uchll estan en color negro; las UTR 3' v 5' en color blanco.

65




ES 2 855577713
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Experimento 2: Diagrama esgquematico de la organizacion del dominio AS Uchll.
Los exones de A5 Uchll estan en color gris; los elementos repetitivos estan en
colar rojo (AlufSINEBL) v en color azul (SINEBZ2). Los intrones se indican

en forma de lineas.
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FIG. 3
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Experimento 3: AS Uchll regula los niveles de proteina Uchll. Las células
WMMNID transfectadas con A5 Uchll muestran un incremento de los
niveles de la proteina Uchll endodgena con respecto al control del

de vector vacio, sin cambios en la cantidad de ARNm.
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Experimento 4: AS Uchll regula los niveles de proteina Uchll. Dosis
crecientes de cantidad titulada de AS Uchll transfectada de la proteina
Uchll en células HEK. 5in cambios en los niveles de ARNm de Uchl1.
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Experimento 5: AS Uchll regula los niveles de proteina Uchll. Se requiere

AS (Uchll de longitud completa (FL) para regular los niveles de proteina Uchll
endogena (células MIN9D, panel izquierdo) y expresada en exceso (células
HEK. Se muestra el esquema de los mutantes por delecicn A5'o A 3'.
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FIG. 6
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Experimento 6: AS Uchll regula los niveles de proteina Uchll a través

de SINEB2 integrado. SINEE2 invertido es suficiente para controlar los
niveles de proteina Uchll. Se muestra el esquema de los mutantes.
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FIG. 7
Acc. Riken AS para gen Acc. NCBI Orientacion Tipo
AKD19925  Cododd NM_D27348 RC SINEBZ nim B3
AKDZE350 U NM_D13840 RC SINEMB2 nim.83
AMO32184  Nars? NM_153501 RC SINE/B2 nim 83
AKO32215  Nudid NM_028704 RC SINE/B2 nim 83
AKD34331 nfa NM_001012211 RC SINE/S2nim. 83
AKO35015  Nrm NM_134122 RC SINE/B2 nim. B3
AKO35406  Sw2b NM_153578 RO ~ ZPERsen B
AKD41238  CodeBBa NM_176841 RC SINERD Eﬁﬁ'm
AKD41654  Reo NM_133878 RC SINE/B? nﬂm.Eﬂ
AKD41742 Abhd11 NM_145215 RC SINEB2 ni m-EE
AKD42681 Wideh MM 145368 RC S{HEJB:_"HI'JFHIB:']-
AKD44205  Rhod NM_D07485 RC SINEB2 nim. B3
AKDASETT  Eln NM_007925 RC SINEMB2nim. B3
AKD4G828 nfa NM_177008 RGC SINEB2Znim. B3
AKIMT213  Uhmki NM_010633 RC SINEMB2 nim.B3
AKD48308  Epb4.b NM_D13514 RC SINEB2Z nim B3
AKD53130  Rabgap?l NM_00103B621 RC g::% gmgg
AKDS407T8  Gadddba NM_007836 RC oy
AKDTE161  Ncki NM_010878 Rg | SNEEChmES
AKD78321  Uchlf NM_D11870 RC SINEBZ num. 83
AKDS0740  Pgis NM_025306 RC g::% gﬂmgg
AKDO034T  3110005G23Rik NM_028427 RC SINEB2 nim 83
AK135599  Ednra NM_010332 RC SINEMB?2 nim g3
AK143014  Cdkn2ap NM_172407 RC SINE/BZ nim 83
AK 143784 T]:Hip HH_W 1000035 RC SINEBE2 nim.B3
AK145078  Gsk3b MNM_ 018827 RC SINEMB2 nim. 83
AK148843  CmimB NM_D26036 RC SINEB2 nim.83
AKIB3105  E4A NM_007893 RC SINEB2Znim. 83
AK185234 Db NM_D30714 RC SINEB2nim. B3
AK102421 nla NK_DD1110101 RC SINEB2nim.83
Experimento 7: Familia de transcritos de AS con SINEB2 integrado.
Familia de clones no codificantes de FANTOM 3 que son AS para los genes
que codifican la proteina y contienen SINEB2 integrado en orientacion
invertida.
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Experimento 8: Familia de transcritos AS con SINEB2 integrado.
Diagrama esquematico de la organizacion gendmica de Uxt/AS Uxt.

AS Uxt incrementa los niveles de proteina Uxt enddzena en células
MMNSD transfectadas (izquierda), si afectar a su transcripcidn (derecha).
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FIG. B
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Experimento 9: Expresion de AS Uchll en el nicleo de neuronas

dopaminérgicas. Los transcritos de AS Uchll (rojo} y Uchll (verde) se
expresan en el nucleo y el citoplasma de neuronas DA TH positivas de

la Sustancia negra (azul). Los detalles de la localizacion estan en imagenes
de zoom.
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FIG. 10
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Experimento 10: AS Uchll se transloca al citoplasma tras el tratamiento con
rapamicina en células MN9D. Los niveles de ARNm se miden con cebadores gue
abarcan el solapamiento 5' o las porcicnes distales 3' del transcrito. Los datos
indican la media + d.t.,, nz 3 (3). **p<0,01; ***p<0,005.
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FlG., 11

Experimento 11: El tratamiento con rapamicina induce la expresion de la
proteina Uchll. El nivel de proteina Uchll se incrementa en las células
MMNID tratadas con rapamicina.
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Experimento 12: SINEB2 con AS Uchl integrado induce la traduccion de

Uchll tras el tratamiento con rapamicina. El silenciamiento de la
transcripcion de AS Uchll en células MNID ( ARNhc, que incluye la
posicidn -15/+4 de la secuencia diana) inhibe el nivel de proteina Uchl1l
inducido por rapamicina. Secuencia de control de ARNhc, desorganizada.
lzquierda, niveles de ARNm; derecha, niveles de proteina
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Experimento 13: SINEB2 integrado en AS Uchll induce la traduccion de
Uchl1 tras el tratamiento con rapamicina. La delecion de SINEB2 { A SINEB2)
integrado es suficiente para inhibir la regulacion por incremento de la
inducida por rapamicina.
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Experimento 14: Un transcrito AS artificial con SINEB2 integrado
(AS Gfp) para un ARNm de Proteina Fluorescente Verde (Gfp)
humanizado artificial incrementa la sintesis de la proteina. a,

e construcciones Gfp/AS Gfp. b, AS Gfp

incrementa los niveles de proteina Gfp en células HEK transfectadas
mientras la secuencia solapante con la secuencia desorganizada o un
plasmido vacio no. El solapamiento tiene 77 nt de longitud y esta
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FIG. 15
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Imitacion del solapamiento de 73 pb entre el ARNm de AS Uchlly Uchll
== solapamiento antisentido con clones pHYGRO = 40 pb pre-ATG + 33 pb post-ATGE

b. CONTRANSFECCION EN CELULAS HEK

Los clones pHYGRO y AS Fc se co-transfectan a celulas HEK
con una proporcion de vector efector con respecto a antisentido de 1:6

Muestra de control: §
&

clon pHYGRO 2.3 + clon desorganizado 5?

(i

Etigueta 5W5

— —— @ actina

Experimento 15: Un transcrito AS artificial con SINEB2 integrado

(clon AS Fc) en clones pHYGRO Movara (pHYGRO) incrementa la
sintesis de la proteina codificada en pHYGRO. a, Diagrama
esguematico de las construcciones pHYGRO/AS Fc. b, AS Fc incrementa
los niveles de proteina codificada en celulas HEK transfectadas mientras
una secuencia solapante desorganizada o un plasmido vacio no,
detectado a traves de la etigueta SV5.
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