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TITULO

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS Y PEPTIDOS GSE 24.2 DE 1A
DISQUERINA INDUCTORES DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA,
PROCEDIMIENTO DE OBTENCION, COMPOSICIONES TERAPEUTICAS Y
SUS APLICACIONES

SECTOR DE LA TECNICA

Sector Dbiotecnolégico con aplicaciones en salud
humana, vy mAs concretamente compuestos bioldégicos -
secuencias de nucledtidos, péptidos y células humanas
transformadas - con aplicaciones terapéuticas para los

seres humanos.

ESTADO DE LA TECNICA

La disquerina (Figura 1) es una proteina nucleolar de
58 Kd que se asocia con la caja H/ACA en los SnoRNAs,
presentes en las pequefias particulas de ribonucleoproteinas
que se encargan de pseudouridinizar el ARN ribosdémico. Por
otra parte, también es un componente del complejo de la
telomerasa, la cual es responsable del mantenimiento de las
repeticiones teloméricas en los finales cromosdmicos. La
disqueratosis congénita ligada al cromosoma X (Marrone et
al., 2003; Besseler et al., 2004), es un sindrome congénito
que provoca fallo de la medula Osea y estd asociado con una
mayor susceptibilidad al cdncer. Esta forma de
disqueratosis estd causada por una mutacidén puntual del gen
DKC1 el cual codifica para la disquerina. Hay otra forma de
disqueratosis congénita autosdémica dominante, en este caso,
esta enfermedad esta asociada con mutaciones en el ARN
componente de la telomerasa (hTR) (Heiss et al., 1998). En
los fibroblastos y linfoblastos derivados de los enfermos
de disqueratosis congénita, la actividad telomerasa es

menor y los teldémeros son mas cortos que los de células no
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afectadas por la enfermedad (Siriniavin et al., 1975;
Trowbridge et al., 1977). En células de pacientes de
Disqueratosis congénita ligada al cromosoma X se ha
superado experimentalmente los defectos en la telomerasa
expresando hTERT de forma ectépica (Mitchell et al., 1999).
En la disqueratosis congénita provocada por mutaciones en
hTR la Unica forma de recuperar la actividad telomerasa es
reexpresando hTR (Fu et al., 2003).

Los telémeros estén compuestos por 500-2000
repeticiones de la secuencia conservada TTAGGG en el final
3’ de los cromosomas y su acortamiento con sucesivas
divisiones se convierte en una limitacién para la capacidad
proliferativa de la célula. Los teldmeros son susceptibles
de sufrir dafio al ADN provocado por agentes exdgenos,
incluido el cisplatino. Esta descrito que el cisplatino es
capaz de inhibir la actividad telomerasa en distintas
lineas celulares (Ishibashi et al., 1998; Burger et al.,
1997). Hay varias hipdtesis acerca de como se puede
producir esta inhibicién. Una posibilidad es la formacién
de aductos G-Pt-G, tipicos del cisplatino, en la secuencia
repetida de los teldmeros TTAGGG. Alternativamente,
interacciones del cisplatino con grupos sulfidrilos
esenciales para la subunidad catalitica transcriptasa
reversa (hTERT) e incluso podria deberse a la disminucién

de la expresidén de hTERT (Burger et al., 1997).

DESCRIPCION
Descripcién breve

Un objeto de la presente invencidédn lo constituye un
compuesto inductor o activador de la actividad telomerasa,
en adelante compuesto activador de la presente invencién,
basado en la secuencia de nucledétidos del fragmento GSE

24.2 de la disquerina o la secuencia proteinica o peptidica
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codificado por dicha secuencia de nucleétidos que es capaz
de recuperar la actividad telomerasa en el interior de las
células de un mamifero, preferentemente humanas.

Un objeto particular de la invencidén lo constituye una
secuencia de nucledtidos, en adelante secuencia génica GSE
24 .2 de la presente invencidn, que permite la expresidén de
una proteina o péptido inductor de la recuperacidén de la
actividad telomerasa en el interior de las células de un
mamifero, preferentemente humanas, y que estd constituida
por una o varilas secuencias de nucledétidos GSE 24.2
pertenecientes al siguiente grupo:

a) una secuencia de nucledtidos constituida por una
secuencia de nucledtidos GSE 24.2 humana (SEQ ID
NO1),

b) una secuencia de nuclebdtidos andloga a la
secuencia de a),

c) un fragmento de una cualquiera de las secuencias
de a) y b), vy

d) una secuencia de nucledtidos, construccidn
genética, que comprende una secuencia cualquiera
perteneciente de a), b) y c).

Tal como se utiliza en la presente invencidén el
término “secuencia de nucledtidos” se refiere a una
secuencia de DNA, c¢DNA o mRNA.

Una realizacidn particular de la presente invencién lo
constituye la secuencia de nucledétidos de la secuencia GSE
24.2 de a) constituida por la SEQ ID NOIL.

Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye la secuencia de nucledtidos de la secuencia
GSE 24.2 de b) constituida por la SEQ ID NO1ll 6 la SEQ ID
NO13, que codifican los dominios peptidicos Trub I y Trub

II, respectivamente (Ejemplo 1.7).
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Otro objeto particular de la presente invencién 1lo
constituye una construccién genética GSE 24.2 qué comprende
la secuencia de nucleétidos GSE 24.2.

Otro objeto particular de la presente invencién lo
constituye un vector de expresién GSE 24.2 gque comprende
una secuencia de nucledtidos GSE 24.2 o una construccidn
genética GSE 24.2, descritas en la presente invencién, vy
que permite la expresidén de una proteina o péptido capaz de
recuperar la actividad telomerasa en el interior de células
de mamiferos, preferentemente humanos. Un ejemplo de una
realizacidén particular lo constituye el vector expresién de
la invencidén pLNCX 24.2 (ver ejemplos).

Ademéds, otro objeto particular de la invencidén 1lo
constituye una proteina o péptido, en adelante proteina GSE
24.2 de la presente invencidén, que presenta actividad
recuperadora de telomerasa en el interior de las células de
un mamifero, preferentemente humanas, y que comprende una o
varias secuencias de aminodcidos pertenecientes al
siguiente grupo:

a) una secuencia de aminodcidos constituida por una
secuencia de aminodcidos GSE 24.2 humana (SEQ ID
NO2) ,

b) una secuencia de aminodcidos andloga a la
secuencia de a),

c) un fragmento de una cualquiera de las secuencias
de a) vy b), v

d) una secuencia de aminodcidos que comprende una
secuencia cualquiera perteneciente de a), b) vy
c).

Otra realizacidén particular de la presente invencién
lo constituye una proteina cuya secuencia de aminodcidos de

a) estd constituida por la SEQ ID NO2.
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Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye una proteina cuya secuencia de aminoacidos de
c), fragmento de esta constituida por la SEQ ID NO12 & la
SEQ ID NO14.

Por otro lado, otro objeto adicional de la presente
invencién lo constituyen células, ya sean eucariotas -
preferentemente humanas - © procariotas, en adelante
células GSE 24.2 de la invencién, modificadas genéticamente
y  gue comprenden la secuencia de nucledtidos, la
construccién y el vector de expresién GSE 24.2 de la
invencién y en donde puede expresarse de forma adecuada el
péptido o proteina GSE 24.2 de la invencion.

Por lo tanto, otro objeto de la invencién lo
constituye el uso del compuesto activador GSE 24.2 de la
presente invencién en la elaboracidén de un medicamento o
composicién farmacéutica para el tratamiento de una
enfermedad causada por una alteracién, preferentemente una
reduccién, de la actividad telomerasa, perteneclente, a
titulo ilustrative y sin que limite el alcance de la
invencién, al siguiente grupo: envejecimiento o aceleracidn
del envejecimiento, enfermedades neurodegenerativas vy
disqueratosis congenita.

Otro objeto de la presente invencidn lo constituye una
composicién farmacéutica o medicamento para el tratamiento
de enfermedades, desdrdenes o patologias que cursan con
alteraciones de la actividad telomerasa, preferentemente
una reduccién de la actividad, en adelante composicidn
farmacéutica de la presente invencién, que comprende un
compuesto & agente <capaz de recuperar la actividad
telomerasa, en cantidad terapéuticamente efectiva jJunto
con, opcionalmente, uno o mas adyuvantes y/o wvehiculos
farmacéuticamente aceptables y que es capaz de estimular la

generacién y mantenimiento de la actividad telomerasa.

PCT/ES2006/070152
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Otro objeto particular de la presente invencidén lo
constituye una composicién farmacéutica de la invencidn en
la que el compuesto o agente capaz de recuperar la
actividad telomerasa pertenece al siguiente  grupo:
secuencia, construccién genética o vector GSE 24.2 que
permiten la expresién de una proteina o péptido capaz de
recuperar la actividad telomerasa en el interior de células
de mamifero, preferentemente humanas.

Una realizacién particular de la dinvencién lo
constituye una composicién farmacéutica de la invencién en
la que el compuesto &6 agente capaz de recuperar la
actividad telomerasa es una o varias secuencias GSE 24.2
pertenecientes al siguiente grupo:

a) una secuencia de nucledétidos constituida por una
secuencia de nucledétidos GSE 24.2 humana (SEQ ID
NO1),

b) una secuencia de nucledétidos andloga a la
secuencia de a),

c) un fragmento de una cualquiera de las secuencias
de a) y b), ¥

d) una secuencia de nucledtidos, construccidn
genética, que comprende una secuencia cualquiera
perteneciente de a), b) y c).

Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye la composicién farmacéutica de la invencidn
en la que la secuencia de nucledétidos de a) es la secuencia
de nucledétidos GSE 24.2 (SEQ ID NO1).

Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye la composicidén farmacéutica de la invencidn
en la que la secuencia de nucleétidos de c) es la secuencia
de nucledtidos SEQ ID NOll o la SEQ ID NO 13.

Otra realizacidén particular de la presente invenciédn

lo constituye una composicién farmacéutica de la invencidn
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en la que la secuencia de nucledtidos es un vector,
preferentemente el vector pLNCX 24.2.

Otro objeto particular de la presente invencidn lo
constituye una composicidén farmacéutica de la invencidén en
la que el compuesto o agente capaz de recuperar la
actividad telomerasa es una proteina o un péptido
codificado por la secuencia, construccidn genética o vectox
GSE 24.2 de la invencidn.

Una realizacidén particular de la invencidén lo
constituye una composicién farmacéutica de la invencidn en
la que la proteina o péptido GSE 24.2 pertenece al
siguiente grupo:

a) una secuencia de aminodcidos constituida por una
secuencia de aminodcidos GSE 24.2 humana (SEQ ID
NO2),

b) una secuencia de aminoadcidos andloga a la
secuencia de a),

¢) un fragmento de una cualquiera de las secuencias
de a) vy b), ¥

d) una secuencia de aminodcidos gque comprende una
secuencia cualgquiera perteneciente de a), b) y
c).

Otra realizacibn particular de la presente invenciédn
lo constituye la composicidén farmacéutica de la invencidn
en la que la secuencia de aminodcidos de a) es la secuencia
SEQ ID NO2.

Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye la composicidén farmacéutica de la invencidn
en la que la secuencia de amincdcidos de c) es la secuencia
SEQ ID NOl12 & SEQ ID NO14.

Otro objeto particular de la presente invencidén 1lo
constituye una composicidn farmacéutica de la invencidén en

la que el compuesto © agente activador de la telomerasa es
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una célula, preferentemente humana, transformada por la
secuencia, construccidédn o vector GSE 24.2.

Otro objeto de la invencidn lo constituye el uso de la
composicién farmacéutica de la invencién, en adelante uso
de la composicién farmacéutica de la invencidn, en un
método de tratamiento o profilaxis de un mamifero,
preferentemente un ser humano, afectado por una enfermedad,
desorden o patologia que cursa con alteraciones de la
actividad telomerasa consistente en la administracién de
dicha composicidén terapéutica en dosis adecuada que permita
la recuperacidén de la actividad telomerasa en el interior
de sus células.

Otro objeto particular de la presente invencidn lo
constituye el uso de la composicidén farmacéutica de la
invencién en un procedimiento de tratamiento de una
enfermedad o desorden que cursa con alteraciones de la
actividad telomerasa que afecta a seres humanos,
perteneciente, a titulo i1lustrativoe y sin que limite el
alcance de la invencidn, al siguiente grupo: envejecimiento
o) aceleracidn del envejecimiento, enfermedades
neurodegenerativas, disqueratosis congenita, Cri du chat,
ataxia gelangiectasia, el Sindrome de Nijmegen breakage, el
Sindrome de Bloom, el Sindrome de Werner, anemia de
Fanconi, colitis ulcerosa, envejecimiento vascular,
arteriosclerosis y cancer.

Otra realizacidén particular de la presente invenciédn
lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la
invencié4n en un método de tratamiento de una enfermedad
neurodegenerativa perteneciente al siguiente grupo:
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, ataxia
cerebelosa y degeneracidén de médula espinal.

Otra realizacidédn particular de la presente invencidn

lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la
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invencién en un método de tratamiento de la disqueratosis
congenita ligada al cromosoma X.
Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la
invencién en un método de tratamiento de la disqueratosis

congenita autosémica dominante.

Descripcidén detallada

La presente invencidén se enfrenta al problema de
proporcionar nuevas herramientas terapéuticas para el
tratamiento de enfermedades que cursan con alteraciones de
la actividad telomerasa, v mas concretamente la
disqueratosis congenita.

La presente invencién se basa en que los inventores
han demostrado que la expresién de un fragmento de cDNA de
la disquerina, el GSE 24.2 (SEQ ID NOl), que expresa una
secuencia interna de la disquerina (SEQ ID NO2), compensa
en células de pacientes con disqueratosis congenita y en
células VAL3 los defectos en la actividad telomerasa
(Ejemplo 3). Mas concretamente, en las células de pacientes
con disqueratosis congénita y en células VAL3, al
transfectar las mismas con la secuencia GSE 24.2 ademas de
recuperar la actividad telomerasa, se produce al mismo
tiempo un aumento en los niveles de hTERT vy hTR.
Efectivamente se observé que la expresién del péptido GSE
24.2 aumentaba la actividad ©basal del promotor de
telomerasa y tras el tratamiento con cisplatino 1la
actividad de las células 24.2 también era mayor.
Curiosamente, Collins et al habian descrito previamente que
en células de estos mismos pacientes se recuperaba la

actividad telomerasa sdélo sobreexpresando el gen hTERT y no

PCT/ES2006/070152
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asi con la expresidén de la disquerina, proteina mutada en
estos pacientes (Mitchell et al., 1999).

En la literatura se ha descrito que mutaciones en la
disquerina podrian afectar a la acumulacidén del ARN de la
telomerasa (Mochizuki et al., 2004) 1luego los efectos
provocados por el péptido GSE 24-2 podrian deberse a un
aumento en los niveles de hTERT vy a una mayor
estabilizacién de hTR, ya que el aumento de los niveles de
hTERT podria estabilizar la formacién del complejo
telomerasa impidiendo la degradacidén de hTR. En este
sentido, en la presente invencidén se ha observado que el
promotor de la proteina hTERT, pero no hTR, en células
transfectadas con el péptido GSE 24.2 se activa de forma
constitutiva de una manera dependiente de la expresidén c-
myc, y ma&s concretamente a través de su unidén a la regidn
NHEIII localizada en la regién Pl del promotor rica en
purinas (Pu27, ver Ejemplo 2) permitiendo un cambio de
conformacidén secundaria del DNA de tal forma gque factores
de transcripcidédn pueden acceder al DNA. Cualquier cambio en
la secuencia de esta regidén que modifique su estructura
secundaria altera la actividad del péptido GSE 24.2.

Igualmente, una secuencia equivalente al péptido
humano GSE 24.2 (CBF5 de levadura S. cerevisiae CRFS),
presenta una actividad similar en la activacién de hTERT
(datos no mostrados), indicando un alto grado de
conservacién funcional en la actividad de este dominio de
la disquerina, definiendo y ejemplarizando de esta manera
las multiples posibilidades de elementos o secuencias
homdlogas a GSE 24.2 que pueden utilizarse en la presente
invencién.

Ademéds, este péptido GSE 24.2 confiere capacidad de
supervivencia a cisplatino en 1lineas celulares humanas

(Ejemplo 1). La linea celular 24.2 aumenta la viabilidad

PCT/ES2006/070152
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frente al inhibidor de la telomerasa 1. Este inhibidor
tiene un mecanismo de accién similar al cisplatino formando
G-quadruplex en los teldmeros y disminuyendo la actividad
telomerasa (Sun et al., 1997). También se ha descrito la
existencia de secuencias que forman G-quadruplex en un
intrén de hTERT, y por tanto cabe la posibilidad de que
este inhibidor también disminuya los niveles de hTERT
disminuyendo asi también la actividad telomerasa
(Lemateleur et al., 2004).

Teniendo en cuenta que tanto el cisplatino como el
inhibidor de la telomerasa estabilizan la formacién de G-
quadruplex (Redon et al., 2001) los cuales a su vez podria
blogquear la actividad telomerasa, el péptido GSE 24-2
podria disminuir la eficacia de estos inhibidores
impidiendo o disminuyendo la formacién de estos G-
gquadruplex o quizds simplemente por otro mecanismo, es
capaz de aumentar los niveles de hTERT aumentando asi la
actividad telomerasa.

Los elementos supresores génicos (GSEs) son fragmentos
de cDNA bioldgicamente activos que codifican para péptidos
o ARNs antisentidos inhibidores, que actian de forma
dominante sobre la expresién génica en células de
mamiferos. El GSE 24.2 es un fragmento de 165 pb gue abarca
desde el nucledétido 268 al 433 y corresponde a una
secuencia formada por dos dominios altamente conservados en
distintas especies, denominados TRUB (Figura 2b, ver SEQ ID
NOl2 y 14, respectivamente). Estos dominios parecen tener
una funcién importante en la pseudouridinilizacién de los
snoRNA (Zucchini et al., 2003; Pan et al., 2003) y, lo que
es mas sorprendente, secuencias de nucledtidos elaboradas
con dichos dominios clonados por separado aumentaban la
actividad basal del promotor de telomerasa al igual que la

secuencia entera inicialmente descrito de 55 aminodcidos
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(Ejemplo 1.7, Figura 8c). Es interesante que esta actividad
inductora de resistencia a cisplatino y compensadora de los
defectos en la actividad telomerasa esta tnicamente
localizada en la regién de la disquerina que se encuentra
en la secuencia GSE 24.2, ya que la proteina completa (ver
SEQ ID 4) o el fragmento aminoterminal, no tienen actividad
alguna. Finalmente, debe indicarse que estos resultados
abren nuevas perspectivas terapéuticas de trastornos o
enfermedades humanas que se deban a alteraciones del
complejo telomerasa (acortamiento de teldmeros y
enfermedades con envejecimiento celular o células madre) de
tal forma que el elemento GSE 24.2 o derivados del mismo
pueden wutilizarse como un fiArmaco para recuperar la
actividad telomerasa. Ademds, existen diferentes sindromes
diferentes a DC que incluyen entre sus fenotipos celulares
un acortamiento de los telémeros y también fallos en la
médula bsea, inmunosupresioén y predisposicidén al céncer. En
ninguno de ellos esta afectado por mutaciones el gen de la
telomerasa, pero si lo estd el recambio de los teldémeros y
la actividad telomerasa.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencidén lo
constituye un compuesto inductor o activador de 1la
actividad telomerasa, en adelante compuesto activador de la
presente invencién, Dbasado en la secuencia de nucledtidos
del fragmento GSE 24.2 de la disquerina o la secuencia
proteinica o peptidica codificado por dicha secuencia de
nuclebdtidos que es capaz de recuperar la actividad
telomerasa en el interior de las células de un mamifero,
preferentemente humanas.

Tal como se utiliza en la presente invencidn el
término “compuesto inductor o activador de la telomerasa”
se refiere a una molécula que incrementa la intensidad o

prolonga la duracién de la actividad biolégica de la misma.
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En esta definicidén se incluye ademéds aquellos compuestos o
moléculas que permiten la expresién de una secuencia de
nucledétidos codificante de wuna proteina GSE 24.2. Un
compuesto activador puede estar constituido por un péptido,
una proteina o una secuencia de nucledtidos.

Asi, un objeto particular de la invencién lo
constituye wuna secuencia de nucledtidos, en adelante
secuencia génica GSE 24.2 de la presente invencidén, que
permite la expresién de una proteina o péptido inductor de
la recuperacidén de la actividad telomerasa en el interior
de las células de un mamifero, preferentemente humanas, y
que estd constituida por una o varias secuencias de
nucledtidos GSE 24.2 pertenecientes al siguiente grupo:

a) una secuencia de nucledtidos constituida por una
secuencia de nucledbdtidos GSE 24.2 humana (SEQ ID
NO1),

b) una secuencia de nucledtidos andloga a la
secuencia de a),

¢) un fragmento de una cualquiera de las secuencias
de a) y b), ¥y

d) una secuencia de nucledtidos, construccidn
genética, que comprende una secuencila cualquiera
perteneciente de a), b) vy c).

En el sentido utilizado en esta descripcidn, el
término "andloga" pretende incluir cualquier secuencia de
nucledétidos que pueda ser aislada o construida en base a la
secuencia mostrada en la presente memoria, por ejemplo,
mediante la introduccién de sustituciones de nucledtidos
conservativas o no conservativas, incluyendo la insercién
de uno o maAs nucledtidos, la adicién de uno o mas
nucledétidos en cualquiera de los extremos de la molécula o
la delecién de uno o mas nucledtidos en cualquier extremo o

en el interior de la secuencia, Vv gque permita la
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codificacién de un péptido o proteina capaz de mimetizar la
actividad de la secuencia GSE 24.2 (SEQ ID NO2) o de
fragmentos de los mismos (SEQ ID NO12 y SEQ ID NO14) .

La enzima disquerina pertenece a una familia de
pseuridina sintasa presente en varios organismos (ver
Figura 3B, Mitchel et al, 1999). A partir de la informacidn
descrita en la presente invencién y de distintos organismos
existentes en la naturaleza un técnico experto en el sector
de la técnica puede aislar o construir una secuencia de
nuclebétidos andloga a las descritas en la presente
invencién.

En general, una secuencia de nucledtidos anadloga es

sustancialmente homéloga a la secuencia de nucledtidos

-comentada anteriormente. En el sentido utilizado en esta

descripcidn, la expresidn "sustancialmente hombéloga”
significa que las secuencias de nucledétidos en cuestidn
tienen un grado de identidad de, al menos, un 30%,
preferentemente de, al menos, un 85%, o mas preferentemente
de, al menos, un 95%.

Tal como se utiliza en la presente invencién el
término “secuencia de nuclebdétidos” se refiere a una
secuencia de DNA, cDNA o mRNA.

Una realizacidén particular de la presente invencidén lo
constituye la secuencia de nucledtidos de la secuencia GSE
24.2 de a) constituida por la SEQ ID NOl.

Otra realizacidén particular de la presente invencidn
lo constituye la secuencia de nucledtidos de la secuencia
GSE 24.2 de b) constituida por la SEQ ID NOll 6 la SEQ ID
NO13, que codifican los dominios peptidicos Trub I y Trub
II, respectivamente (Ejemplo 1.7).

La secuencia de nucledbétidos GSE 24.2 identificada como
d) se corresponde con una construccién génica GSE 24.2.

Esta construccién génica GSE 24.2 de la invencidn, también

PCT/ES2006/070152



10

15

20

25

30

WO 2007/090911

15

puede comprender, en caso necesario y para permitir un
mejor aislamiento, deteccidn o secrecidn al citoplasma del
péptido expresado, a una secuencia de nucledtidos que
codifica para un péptido susceptible de ser utilizado con
fines de aislamiento, deteccidén o secrecidn de dicho
péptido. Por tanto, otro objeto particular de la presente
invencién lo constituye una construccidn genética GSE 24.2
que comprende, ademds de la secuencia de nucledtidos GSE
24.2, cualquier otra secuencia de nucledétidos codificante
de un péptido o secuencia peptidica que permita el
aislamiento, la deteccién o la secrecidén al citoplasma
celular del péptido expresado, por ejemplo, a titulo
ilustrativo y sin que limite el alcance de la invenciédn,
una secuencia de polihistidina (6xHis), wuna secuencia
peptidica reconocible por un anticuerpo monoclonal (por
ejemplo, para su identificacién, o cualquier otra que sirva
para purificar la proteina de fusién resultante por
cromatografia de inmunoafinidad: péptidos etiqueta tales
como c-myc, HA, E-tag) (Using antibodies: a laboratory
manual. Ed. Harlow and David Lane (1999). Cold Spring
Harbor Laboratory Press. New York. Capitulo: Tagging
proteins. Pp. 347-377).

La secuencia de nucleétidos GSE 24.2 y la construccidn
genética GSE 24.2 descritas previamente pueden obtenerse
por un experto mediante el empleo de técnicas ampliamente
conocidas en el estado de la técnica (Sambrook et al.
“Molecular cloning, a Laboratory Manual 2" ed., Cold Sping
Harbor Laboratory Press, N.Y., 1989 wvol 1-3). Dichas
secuencias de nucledtidos pueden estar integradas en un
vector de expresién génica que permite la regulacién de la
expresién de la misma en condicionés adecuadas en el

interior de las células.
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Por tanto, otro objeto particular de la presente
invencién lo constituye un vector de expresién GSE 24.2 que
comprende una secuencia de nucledétidos GSE 24.2 o una
construccién genética GSE 24.2, descritas en la presente
invencién, y que permite la expresidén de una proteina o
péptido capaz de recuperar la actividad telomerasa en el
interior de células de mamiferos, preferentemente humanos.
Un ejemplo de una realizacidén particular lo constituye el
vector expresién de la invencidén pLNCX 24.2 (ver ejemplo 1
y 2).

En general, un vector de expresién comprende, ademas
de la secuencia de nucledétidos GSE 24.2 O de la
construccidén genética 24.2. descritos en la invencidn, un
promotor que dirige su transcripcién (por ejemplo, pT7,
plac, ptrec, ptac, pBAD, ret, etc.), al que esté
operativamente enlazado, V¥ otras secuencias necesarias o
apropiadas que controlan y regulan dicha transcripcidn vy,
en su caso, la traduccidé4n del producto de interés, por
ejemplo, seflales de inicio y terminacién de transcripcidn
(t1t2, etc.), sefial de poliadenilacidn, origen de
replicaciédn, secuencias de unién a ribosomas (RBS),
secuencias codificantes de reguladores transcripcionales,
(enhancers), silenciadores transcripcionales (silencers),
represores, etc. Ejemplos de vectores de expresidn
apropiados pueden seleccionarse de acuerdo con las
condiciones y necesidades de cada caso concreto entre
plasmidos de expresidn, vectores virales (DNA o RNA),
césmidos, cromosomas artificiales, etec. gque pueden
contener, ademas, marcadores utilizables para seleccionar
las células transfectadas o transformadas con el gen O
genes de interés. La eleccidn del vector dependerd de la
célula huésped y del tipo de uso que Se quiera realizar.

Por tanto, segin un modo de realizacién particular de la
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presente invencién dicho vector es un plasmido o un vector

viral. La obtencién de dicho vector puede realizarse por

nétodos convencionales conocidos por los técnicos en la
materia al igual que para la transformacién de
microorganismos y células eucariotas se pueden utilizar
diferentes métodos ampliamente conocidas - transformacidn
quimica, electroporacidn, microinyeccién, etc. - descritos
en diversos manuales [Sambrook, J., Fritsch, E.F., and
Maniatis, T. (1989) . Molecular cloning: a laboratory
manual, 2" ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y.].
Ademas, otro objeto particular de la invencidén lo
constituye una proteina o péptido, en adelante proteina GSE
24.2 de la presente invencibén, gque presenta actividad
recuperadora de telomerasa en el interior de las células de
un mamifero, preferentemente humanas, y que comprende una o
varias secuencias de amindécidos pertenecientes al
siguiente grupo:
a) una secuencia de aminodcidos constituida por una
secuencia de aminodcidos GSE 24.2 humana (SEQ ID
NO2) ,una secuencia de aminoacidos andloga a la

b) secuencia de a),

c) un fragmento de una cualquiera de las secuencias de
a) yb), vy

d) una secuencia de aminodcidos que comprende una
secuencia cualquiera perteneciente de a), b) y c).

En el sentido utilizado en esta descripcidén, el
término "anadloga" pretende incluir cualquier secuencia de
aminoadcidos que pueda ser aislada o construida en base a la
secuencia mostrada en la presente memoria, por ejemplo,
mediante la introduccién de sustituciones de aminoacidos
conservativas o no conservativas, incluyendo la insercidn

de uno o mas aminodcidos, la adicién de uno o mas
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aminodcidos en cualquiera de los extremos de la molécula o
la delecién de uno o méds aminodcidos en cualquier extremo o
en el interior de la secuencia, y que mimetize la actividad
recuperadora de telomerasa de la SEQ ID NO2.

La enzima disquerina pertenece a una familia de
pseuridina sintasa presente en varios organismos (ver
Figura 3B, Mitchel et al, 1999). A partir de la informacidn
descrita en la presente invencidn y de distintos organismos
existentes en la naturaleza un técnico experto en el sector
de la técnica puede aislar o construir una secuencia de
aminodcidos anédloga a las descritas en la presente
invencidn.

En general, una secuencia de aminodcidos andloga es
sustancialmente homéloga a la secuencia de aminodcidos
comentada anteriormente. En el sentido utilizado en esta
descripcién, la expresidn tlfsustancialmente homéloga™”
significa que las secuencias de aminodcidos en cuestidn
tienen wun grado de identidad de, al - menos, un 30%,
preferentemente de, al menos, un 85%, o més preferentemente
de, al menos, un 95%.

Otra realizacidén particular de la presente invencidn
lo constituye una proteina cuya secuencia de aminoacidos de
a) estd constituida por la SEQ ID NO2.

Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye una proteina cuya secuencia de aminodcidos de
c¢), fragmento de estd constituida por la SEQ ID NOl12 &6 la
SEQ ID NO14.

Por otro lado, otro objeto adicional de la presente
invencién lo constituyen células, ya sean eucariotas -—
preferentemente humanas - o procariotas, en adelante
células GSE 24.2 de la invencidén, modificadas genéticamente
y que comprenden la secuencia de nuclebétidos, la

construccién y el vector de expresidédn GSE 24.2 de 1la
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invencién y en donde puede expresarse de forma adecuada el
péptido o proteina GSE 24.2 de la invencién. Estas células
pueden ser transformadas, infectadas o transfectadas
mediante dichas secuencias de nuclebétidos por técnicas de
ingenieria genética conocidas por un experto en la materia.
[Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T. (1989).
Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring
Harbor Laboratory] y forman parte de la presente invencidn.
Estas células pueden ser Utiles para la produccién de los
péptidos con actividad recuperadora de la actividad
telomerasa que pueden ser la base de una composicidn
farmacéutica, para la amplificacién recombinante de dichas
secuencias de nucleétidos o pueden ser Utiles per se como
células en terapia génica, etc. Una realizacidén particular
seria una célula humana transformada mediante estas
secuencias de nucledtidos GSE 24.2, de distintas estipes
celulares, gque puede utilizérse como células regeneradoras
de tejidos humanos.

Los sistemas de expresidédn génica pueden permitir o no
la integracidén del nuevo material genético en el genoma de
la célula huésped. De esta forma, tanto la secuencia de
nucleétidos, construccién génica o el vector de expresidn
GSE 24.2 pueden utilizarse como un medicamento para
proteger células huésped, preferentemente células humanas
afectadas de una alteracidén en la actividad telomerasa, en
un procedimiento de tratamiento y profilaxis de terapia
génica de un ser humano afectado por una enfermedad gque
cursa con alteraciones de la actividad telomerasa. De igual
forma las células GSE 24.2 de la invencibén pueden
utilizarse como un medicamento para la regeneracidén o
implante de tejidos o© células en seres humanos. Las
herramientas biofarmacéuticas y los procedimientos de

terapia génica son suficientemente conocidas por un experto
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del sector de la técnica de tal forma dque con la
informacién descrita en la presente invencidén pueden
desarrollarse sin excesivo esfuerzo. Ademds, las proteinas
o péptidos y las propias células pueden convertirse en
biofarmacos.

Por lo tanto, otro objeto de 1la invencién 1lo
constituye el wuso del compuesto activador GSE 24.2 de la
presente invencién en la elaboracién de un medicamento o
composicién farmacéutica para el tratamiento de una
enfermedad causada por una alteracién, preferentemente una
reduccién, de la actividad telomerasa, perteneciente, a
titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la
invencién, al siguiente grupo: envejecimiento o aceleraciédn
del envejecimiento, enfermedades neurodegenerativas,
disqueratosis congenita, Cri du chat (CdC, OMIM 123450),
ataxia gelangiectasia (AT, OMIM 208900), el Sindrome de
Nijmegen breakage (NBS, OMIM 251260), el Sindrome de Bloom
(RS, OMIM, 210900), el Sindrome de Werner (WS, OMIM
277900), anemia de Fanconi (FA OMIM 227650, <colitis
ulcerosa, envejecimiento wvascular, arteriosclerosis y
céncer.

Los estudios realizados en los Ultimos afios han puesto
de relieve la posible relacién entre los defectos en el
mantenimiento de la actividad telomerasa y otros sindromes
en los que hay fallos en la medula ésea. La razdén principal
de la muerte para los pacientes con disqueratosis congénita
es por un fallo en la médula &ésea causada por infecciones
oportunistas o hemorragias (en el 70% de los casos). Otras
causas de muerte son la enfermedad pulmonar y céancer.

La enfermedad Cri du chat (CdC, OMIM 123450) es un
sindrome congénito hereditario asociado a deleciones del
brazo corto del cromosoma 5 y aparece con una frecuencia de

1:20.000 y 1:50.000 y la frecuencia en pacientes afectados
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con retardo mental profundo (IQ menor de 20) alcanza el 1%.
La ataxia gelangiectasia (AT, OMIM 208900) es un sindrome
autosémico recesivo originado por mutaciones en el gen ATM.
Los problemas aparecen entre el segundo y gquinto afio de
vida y son una degeneracién neuronal progresiva (ataxia
cerebral), telangiectasia ocular, inmunodeficiencia,
hipogonadismo, inestabilidad gendmica, envejecimiento
prematuro, diabetes mellitus suave, estatura pequefia, Yy
predisposicién al cancer (linfomas y leucemias).

El sindrome de Nijmegen breakage (NBS, OMIM 251260) es
una enfermedad autosémica recesiva causada por mutaciones o
pérdidas del gen Nibrina. El1 sindrome se caracteriza por
una microcefalia, apariencia facial destructiva, retardo en
el crecimiento, retardo mental progresivo y fuerte
predisposicién a linfomas e infecciones del tracto
respiratorio. A .

El sindrome de Bloom (BS, OMIM, 210900) y sindrome de
Werner (WS, OMIM 277900). BS es un sindrome autosdmico
recesivo inducido por mutaciones en el gen recQ, una
proteina con actividad helicasa. WS es también un sindrome

autosémico recesivo causado por mutaciones en la helicasa

recQLZ. Ambas enfermedades se caracterizan por un
envejecimiento acelerado v los sintomas incluyen
arterioesclerosis, osteoporosis, diabetes mellitus,

cataratas bioculares, y predisposicién a algunos tipos de
tumores particularmente sarcomas (WS) y leucemias (BS).

La anemia de Fanconi (FA OMIM 227650) es una
enfermedad autosémica recesiva caracterizada por un numero
alto de defectos en el desarrollo, fallos en la medula Osea
y un aumento de mil veces en la incidencia de leucemias
mieloides y una alta predisposicién a desarrollar tumores
sbélidos. La frecuencia de desarrollo de la enfermedad entre

los portadores de las mutaciones es de 1:100.
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La colitis ulcerosa es enieamedad afecta uno de cada
100 espafioles. Es una enfermedeuj cuyo origen se piensa es
auto-inmune y en la que interterenen factores genéticos y
ambientales. ©La colitis wulcea :sa afecta el intestino
delgado y se caracteriza por Ilaiflamacioén crbénica de la
léamina propia coldénica  comor consecuente u;ceracién,
disrupcién de la barrera mucosaat’ atrofia de la mucosa del
colon. El riesgo de céncer aum ita con la duracidén de la
enfermedad y ocurre en numer¢ 0S 6rganos CoOmo colon y
linfomas.

Por otro lado, entre 1S consecuencias de la
senescencia celular estd la artesdosclerosis. Por una parte
la disfuncién telomérica estd remisente en vasos sanguineos
con placas arteriosclerdticasla La reactivacién de 1la
telomerasa en células progenits as vasculares aumenta la
capacidad de divisién de estas dldulas y la vasculogénesis.
Una pérdida de estas células pmijenitoras contribuye a una
importante disfuncién vascularargpara lo cual una terapia
anti-senescencia serviria como:aevo abordaje para paliar
los efectos vasculares de e envejecimiento y la
arteriosclerosis.

Finalmente, y en relaw 5n con otras posibles
aplicaciones del elemento GSE 44.4 de la invencidn debe
indicarse que estan pueden ser’ ay amplias una vez que se
conoce el mecanismo, o uno ddlellos, por los gue este
elemento lleva a cabo su actiaddad bioldgica, y dque se
describe por primera vez ela la presente invencién:
uniéndose a la regién NHEIII. Est este dmbito existen pocos
ejemplos de esta secuencia e polipurinas en otros
promotores, pero se puede de:amcar dJue esta regidn de
poliurinas se encuentra en lasjyicegiones promotoras de los
genes CCR5 y PDGFA, entre otrosor Por otro lado, se conocen

pocos factores de transcripcidbue que interactien con este
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dominio NHE, aungue debe destacarse el péptido supresor de
metdstasis nm23H1 (Yoshiro O et al. 2001; Grand et al.
2004). En este sentido, el elemento GSE 24.2 de la
invencidén podria utilizarse como un factor supresor del
crecimiento de tumores y de propagacién de metastasis,
aplicacién que forma parte de la presente invencion.

Tal como se utiliza en la presente invencidén el
término “enfermedad neurodegenerativa” se refiere una
enfermedad perteneciente, entre otras a titulo ilustrativo,
al siguiente grupo: enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, ataxia cerebelosa y degeneracidén de médula
espinal.

Otro objeto de la presente invencidn lo constituye una
composicidn farmacéutica o medicamento para el tratamiento
de enfermedades, desdérdenes o patologias gue cursan con
alteraciones de la actividad telomerasa, preferentemente
una reduccidn de la actividad, en adelante composicidn
farmacéutica de la presente invencidn, gue comprende un
compuesto & agente capaz de recuperar la actividad
telomerasa, en cantidad terapéuticamente efectiva junto
con, opcionalmente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos
farmacéuticamente aceptables y que es capaz de esﬁimular la
generacidén y mantenimiento de la actividad telomerasa.

Los adyuvantes vy vehiculos farmacéuticamente
aceptables que pueden ser utilizados en dichas
composiciones son los adyuvantes y vehiculos conocidos por
los técnicos en la materia y utilizados habitualmente en la
elaboracién de composiciones terapéuticas.

En el sentido wutilizado en esta descripcidn, la
expresidén “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a
la cantidad del agente o compuesto capaz de recuperar la
actividad telomerasa, calculada para producir el efecto

deseado y, en general, vendrd determinada, entre otras
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causas, por las caracteristicas propias de los compuestos,
incluyendo la edad, estado del paciente, la severidad de la
alteracidén o trastorno, y de la ruta y frecuencia de
administracién.

En otra realizacidn . particular, dicha composicidn
terapéutica se prepara en forma de una forma sélida o
suspensidén acuosa, en un diluyente farmacéuticamente
aceptable. La composicidén terapéutica proporcionada por
esta invencién puede ser administrada por cualquier wvia de
administracidén apropiada, para lo cual dicha composicién se
formulard en la forma farmacéutica adecuada a la via de
administracién elegida. En una realizacidbn particular, 1la
administracién de la composicidn terapéutica proporcionada
por esta invencidén se efectta por via parenteral, por via
oral, por wvia intraperitoneal, subcuténea, etc. Una
revisién de las distintas formas farmacéuticas de
administracidén de medicamentos vy de los excipientes
necesarios para la obtencidén de las mismas puede
encontrarse, por ejemple, en el “ratado de Farmacia
Galénica”, C. Fauli i1 Trillo, 1993, ©Luzdn 5, S.A.
Ediciones, Madrid.

Otro objeto particular de la presente invencidn lo
constituye una composicidén farmacéutica de la invencidn en
la que el compuesto o agente capaz de recuperar la
actividad telomerasa  pertenece al siguiente grupo:
secuencia, construccidén genética o vector GSE 24.2 que
permiten la expresién de una proteina o péptido capaz de
recuperar la actividad telomerasa en el interior de células
de mamifero, preferentemente humanas.

Una realizacién particular de la invencién 1lo
constituye una composicién farmacéutica de la invencidén en

la que el compuesto & agente capaz de recuperar la
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actividad telomerasa es una O varias secuencias GSE 24.2
pertenecientes al siguiente grupo:
a) una secuencia de nucledétidos constituida por una
secuencia de nucleétidos GSE 24.2 humana (SEQ ID
NO1),
b) una secuencia de nucledtidos andloga a la
secuencia de a),
c) un fragmento de una cualquiera de las secuencias
de a) vy b), vy
d) una secuencia de nucledtidos, construccidn
genética, gque comprende una secuencia cualquiera
perteneciente de a), b) y ).

Otra realizacién particular de la presente invenciédn
lo constituye la composicién farmacéutica de la invencidn
en la que la secuencia de nucledétidos de a) es la secuencia
de nucledtidos GSE 24.2 (SEQ ID NO1).

Otra realizacién particular de la presente invencién
lo constituye la composicién farmacéutica de la invencidn
en la que la secuencia de nucledtidos de c) es la secuencia
de nucledédtidos SEQ ID NOl1ll o la SEQ ID NO 13.

Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye una composicién farmacéutica de la invencidn
en la que la secuencia de nuclebtidos es un vector,
preferentemente el vector pLNCX 24.2.

Otro objeto particular de la presente invencién lo
constituye una composicién farmacéutica de la invencidn en
la que el compuesto o agente capaz de recuperar la
actividad telomerasa es una proteina o un péptido
codificado por la secuencia, construccién genética o vector
GSE 24.2 de la invencidn.

Una realizacién particular de la invencidédn lo

constituye una composicién farmacéutica de la invencidn en
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la que la proteina o péptido GSE 24.2 pertenece al
siguiente grupo:
a) una secuencia de aminodcidos constituida por
una secuencia de aminoédcidos GSE 24.2 humana
(SEQ ID NOZ2),
b) una secuencia de aminodcidos andloga a la
secuencia de a),
c) un fragmento de una cualquiera de las
secuencias de a) v b), vy
d) una secuencia de aminodcidos que comprende una
secuencia cualquiera perteneciente de a), b) y
c) .

Otra realizacidén particular de la presente invencidn
lo constituye la composicién farmacéutica de la invencidn
en la que la secuencia de aminodcidos de a) es la secuencia
SEQ ID NO2.

Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye la composicién farmacéutica de la invencidn
en la que la secuencia de aminocdcidos de c) es la secuencié
SEQ ID NOl2 & SEQ ID NO1l4.

Otro objeto particular de la presente invencién lo
constituye una composicién farmacéutica de la invencidn en
la que el compuesto o agente activador de la telomerasa es
una célula, preferentemente humana, transformada por la
secuencia, construccidédn o vector GSE 24.2.

Otro objeto de la invencién lo constituye el uso de la
composicién farmacéutica de la invencidén, en adelante uso
de la composicién farmacéutica de la invencidén, en un
método de tratamiento o profilaxis de un mamifero,
preferentemente un ser humano, afectado por una enfermedad,
desorden o patologia que cursa con alteraciones de la
actividad telomerasa consistente en la administracidn de

dicha composicién terapéutica en dosis adecuada que permita
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la recuperacién de la actividad telomerasa en el interior
de sus células.

La composicién farmacéutica de la presente invencidn
puede utilizarse en un método de tratamiento de forma
aislada o conjuntamente con otros compuestos farmacéuticos.

Otro objeto particular de la presente invencién lo
constituye el uso de la composicidén farmacéutica de la
invencién en un procedimiento de tratamiento de wuna
enfermedad o desorden que cursa con alteraciones de la
actividad telomerasa que afecta a seres humanos,
perteneciente, a titulo ilustrativo y sin que limite el
alcance de la invencién, al siguiente grupo: envejecimiento
o aceleracidn del envejecimiento, enfermedades
neurodegenerativas, disqueratosis congenita, Cri du chat
(Cdc, OMIM 123450), ataxia gelangiectasia (AT, OMIM
208900), el Sindrome de Nijmegen breakage (NBS, OMIM
251260), el Sindrome de Bloom (BS, OMIM, 2105900), el
Sindrome de Werner (WS, OMIM 277900), anemia de Fanconi (FA
OMIM 227650), colitis ulcerosa, envejecimiento vascular,
arteriosclerosis y cancer.

Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la
invencién en un método de tratamiento de una enfermedad
neurodegenerativa perteneciente al siguiente grupo:
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, ataxia
cerebelosa y degeneracidén de médula espinal.

Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la
invencién en un método de tratamiento de la disqueratosis
congenita ligada al cromosoma X.

Otra realizacidén particular de la presente invenciédn

lo constituye el uso de la composicidn farmacéutica de la
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invencién en un método de tratamiento de la disgueratosis

congenita autosdmica dominante.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1.- Estructura esquematica del complejo telomerasa.
Las proteinas hTERT, disquerina, p23, hsp90 y TEPl junto
con el ARN hTR constituyen el complejo ribonucleoproteico
de la telomerasa.

Figura 2.- Viabilidad celular y activacién de las vias de
muerte JNK y p38 en las lineas celulares 293T: pLNCX y
24.2, tratadas con cisplatino A) Viabilidad celular. Tras
sembrar las células 293T: expresando el vector vacio
(PLNCX) y el GSE 24.2 (24.2) en placas de 24 pocillos, se
incubaron con concentraciones entre 0-100 pg/ml de
cisplatino. La wviabilidad celular se mididé mediante la
técnica del cristal violeta, tras 72 horas de exposicidn al
farmaco. Los datos representan la media de dos experimentos
realizados por cuatriplicado. B) Cinética de activacidn .
Tratamiento de ambas lineas celulares a las concentraciones

de cisplatino indicadas en la figura durante 6 horas.
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Posteriormente, se estudidé la activacién de JINK y p38
mediante el uso de anticuerpos que reconocen
especificamente las formas activas. Como control de carga
se detectaron los niveles de JNK-1.
Figura 3.- Esquema de las secuencias de la DSK contenidas
en las construcciones utilizadas y secuencia de genes
homélogos a la DSK. A) Esquema del cDNA de la disgquerina
donde se muestra a que regidn corresponde el GSE 24.2 que
abarca del nucledtido 268 al 433; también se muestra la
localizacidén de la construccidén DSK 5’. B) Secuencia
comparativa en aminodcidos del GSE 24.2 con secuencias de
pseudouridina sintasas de otros organismos. Se indican los
dominios conservados TRUB I y TRUB II.
Figura 4.- Viabilidad de las lineas celulares 293T: pLNCX,
24.2, DSK5’ y DSK tratadas con cisplatino. Se han utilizado
las lineas celulares anteriormente descritas (pLNCX vy
24.2), la linea celular DSK 5’'que expresa un fragmento de
la disquerina descrito en la figura anterior y una cuarta
que sobreexpresa el cDNA completo de la disquerina (DSK).
La viabilidad se determind como indica la figura 1 A. Los
datos representan la media de dos experimentos realizados
por cuatriplicado.
Figura 5.~ BActividad telomerasa de las lineas celulares
293T: pLNCX y 24.2 tras el tratamiento con cisplatino. Las
células fueron sembradas en placas de 60 mm, pretratadas
con 0,5 pg/ml de cisplatino durante 3 dias y posteriormente
fueron tratadas con cisplatino a la dosis de 3 ng/ml
(células sin pretratar). La actividad telomerasa fue medida
mediante el ensayo TRAPeze de Intergen. EL experimento se
realizo 3 veces con resultados similares.
Figura 6.~ Viabilidad celular y actividad telomerasa de las
lineas celulares 293T: pINCX y 24.2 tratadas con el

Inhibidor de la telomerasa I. A) Viabilidad celular. Tras
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sembrar las células 293T: pLNCX y 24.2 en placas de 24
pocillos fueron incubadas con concentraciones entre 0-20 uM
de Inhibidor de la Telomerasa I. La viabilidad celular se
mididé mediante la técnica del cristal violeta tras 72 horas
de exposicidén a la droga. Los datos representan la media de
dos experimentos realizados por cuatriplicado. B) Actividad
telomerasa a distintas dosis del Inhibidor de la Telomerasa
I. Actividad telomerasa de las células 293T: 24.2 y pLNCX
en presencia de distintas concentraciones de inhibidor de
la telomerasa I (5-7 pM) durante 3 dias. Las células fueron
sembradas en placas de 60 mm y posteriormente fueron
tratadas a las concentraciones vy tiempos indicados. La
actividad telomerasa fue medida mediante el ensayo TRAPeze
de Intergen. C) Actividad telomerasa a distintos tiempos de
tratamiento con el Inhibidor de la Telomerasa I. Actividad
telomerasa en presencia de TI I (5 puM) a 1 y 5 dias. Las
células fueron sembradas como en B. Posteriormente fueron
tratadas con 5 puM del Inhibidor a los tiempos indicados.

Figura 7.- Niveles de expresién de distintos genes
relacionados con la telomerasa en células 293T: pLNCX vy
24.2 tras el tratamiento con cisplatino. Se sembraron las
células en placas de 60 mm se trataron con 3 ng/ml de cDDP
tras un pretratamiento de 0,5 pg/ml de cisplatino durante 3
dias y posteriormente se recogieron a los tiempos indicados
en la figura (3 y 7 Dias). Tras la extraccidén de ARN se
realizd la RT-PCR con oligos especificos para hTERT, hTR y
disquerina para estudiar los niveles de expresidén de los
ARN mensajeros. Como control de ARN de partida se usaron

los oligos para la amplificacién de 1la GAPDH.

Figura 8. - Actividad del promotor de hTERT en las lineas
celulares 293T: PpLNCX y 24.2 y en células 293T
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transfectadas de forma +transitoria con la construccién
PLNCX-24.2 y el plasmido pLNCX vacio. A) Tanto las células
PLNCX como las células 24.2 fueron transfectadas
transitoriamente con 0,25 pg del wvector reportero hTERT-
luc. Las células se sembraron en placas de 60 mm 24 horas
después de la transfeccidén se lisaron las células vy
cuantificé la actividad luciferasa de 10 pg de proteina
total. Como control de transfeccidédn se cotransfectaron las
células con un vector reportero, CMV~Renilla. B) Las
células 293T fueron transfectadas con el vector pLNCX y el
plésmido 24.2 (5 pg) y ambas se cotransfectaron con 0,25 ug
de vector reportero hTERT-luc. Tras sembrar las células
como en A, se transfectaron con PLNCX y 24-2 y
cotransfectaron con del vector reportero hTERT-1luc,
posteriormente se trataron al igual que en A. Como control
de transfeccidn se utilizo el vector reportero CMV-Renilla.
Los datos corresponden a la relacidn unidades relativas de
luciferasa con respecto a células no transfectadas. Cada
punto representa con * la desviacidén estandar obtenida de 3
experimentos independientes. C) Las células 293T fueron
transfectadas con las distintas construcciones GSE 24.4,
DSK, TRUB I, TRUB II y el plésmido pLNCX vacio (5 pg) y se
cotransfectaron con 0,25 pg de vector reportero hTERT-luc.
Las células se sembraron en placas de 60 mm 24 horas
después de la transfeccidédn se lisaron las células y
cuantificd la actividad luciferasa de 10 pg de proteina
total. Como control de transfeccidén se cotransfectaron las
células con un vector reportero CMV~Renilla. Los datos
corresponden a la relacidn unidades relativas de luciferasa
con respecto a células no transfectadas. Cada punto
representa con * la desviacidn estandar obtenida de 3

experimentos independientes.
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Figura 9.- Actividad del promotor de hTERT tras el
tratamiento con cisplatino. A) Tanto la linea celular pLNCX
como la linea celular 24.2 fueron transfectadas
transitoriamente con 0,25 upg del vector reportero hTERT-
luc. 24 horas después de la transfeccidén se trataron con 3
rg/ml de cisplatino durante 8 horas. Las células se
sembraron en placas de 60mm 24 horas después de la
transfeccidén y tras el tratamiento con cDDP se lisaron las
células y cuantificé la actividad luciferasa de 10 pg de
proteina total. Como control de transfeccidn se
cotransfectaron las células con un vector reportero CMV-
Renilla. B) Células 293T gqgue transfectadas con el pPLNCX y
el 24.2 de forma transitoria fueron cotransfectadas con
0,25 pg de vector reportero hTERT-luc y tratadas igual que
en A. Tras sembrar las células como en A, se transfectaron
con pLNCX vy 24-2 vy cotransfectaron con del vector
reportero hTERT-luc, posteriormente se trataron al igual
gque en A. Como control de transfeccidn se utilizo el wvector
reportero CMV-Renilla. Los datos corresponden a la relacidn
unidades relativas de luciferasa con respecto a células no
transfectadas. Cada punto representa con % la desviacidn
estandar obtenida de 3 experimentos independientes.

Figura 10.- Actividad telomerasa y niveles de expresidn de
hTERT y hTR en células de pacientes de disqueratosis
congenita y en células VAl3 transfectados de forma
transitoria con el plasmido 24.2 o con el vector vacio
PLNCX. A) Actividad telomerasa medida por ensayo TRAP en
células de pacientes con disqueratosis congénita (DC-1, DC-
2 y DC-3) y en la madre portadora (DC-C) +tras la
electroporacién de 45 pg del plasmido pLNCX vacio (-) o el
vector pLNCX 24.2 (+) por 15 millones de células. B) RT-PCR
a partir de ARN de células de uno de los pacientes de

Disqueratosis congénita, DC3 transfectadas con el vector
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vacio y DC3 transfectadas con el plasmido 24.2 utilizando
oligos éspecificos de hTERT y hTR. Como control de ARN de
partida se usaron los oligos para la amplificacién de la
GAPDH. (C) Actividad telomerasa en células VAl3. ILas
células fueron transfectadas de forma transitoria con 16 pg
del vector control vacio pLNCX, expresando DKC o el péptido
GSE 24.2 por milldén de células. 24 horas mas tarde, la
actividad telomerasa se analizdé como se ha descrito
anteriormente utilizando diluciones de los extractos de
proteinas de <cada transfeccidn. (D) Los niveles de
expresidén de hTERT y hTR en células VAl3 transfectadas con
16 upg de las diferentes construcciones por millén de
células. Los niveles de RNA fueron detectados como se ha
descrito anteriormente. GAPDH se utilizd como control. En
A, B, C, v D se repitieron los experimentos tres veces con
resultados similares. (E) Actividad del promotor de hTERT
en células VAl3. Las células fueron cotransfectadas con las
construcciones indicadas (10 pg por milldén de células) y
con el reportero hTERT-luc (1 pg por milldén de células).
Después de 24 hrs de transfeccidén se analizé la actividad
luciferasa como se ha descrito anteriormente. CMV-Renilla
(0,1 pg/ml por millén de células) fue utilizada como
control de la eficiencia de la transfeccidn. Los datos
representan la media de dos experimentos realizados en
cuadruplicados.

Figura 11.- El péptido GSE 24.2 incrementa la actividad del
promotor hTERT regulado por c- MYC. (A) Las células 293T
fueron cotransfectadas con diferentes construcciones (10
pg/DNA por millén de células) y reportero hTERT-luc (1 yug
por millén de células). (B) Las lineas celulares indicadas
fueron co-transfectadas con el reportero hTERT-luc ¥y
diferentes cantidades del vector de expresidén Mad/myc. (C)

Las lineas celulares indicadas fueron co-transfectadas con
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el reportero HIV-luc y con diferentes cantidades del vector
de expresidén Mad/myc. Después de 24 hrs de la transfeccién
las células fueron estimuladas con 50 ng/ml de TNF-o
durante 6 horas y .se analizdé la actividad luciferasa al
igual que lo descrito anteriormente. CMV-Renilla (0,1 pg/ml
por milldén de células) fue utilizado como un control de la
eficiencia de la transfeccidn. Los datos representan la
media de dos experimentos realizados por cuadruplicados.
Figura 12.- La actividad promotora de c-MYC es inducida por
el péptido GSE 24.2. (A) representacidn esquemdtica del
promotor c¢-MYC indicando las diferentes construcciones
utilizadas en los experimentos. (B) Células 293T fueron
cotransfectadas con los pléasmidos que se indican (10 pg/DNA
por milldén de células) y con el reportero px3.2 c-MYC-luc
(1 pg por millén de células). (C) Las lineas celularares
indicadas fueron transfectadas con el reportero px3.2 c-
MYC-luc (1 pg por milldén de células). (D) Las lineas
celulares indicadas fueron transfectadas con las diferentes
construcciones del reportero c-MYC-luc (1 pg por millén de
células). Después de 24 horas de la transfeccidén se analizd
la actividad luciferasa como se ha indicado anteriormente.
CMV-Renilla (0,1 pg/ml por millén de células) fue utilizado
como un control de la eficiencia de la transfeccidn. Los
datos representan la media de dos experimentos realizados
por cuadruplicados.

Figura 13.- La actividad del promotor c-MYC inducida por el
péptido GSE 24.2 es dependiente del elemento NHE III. (A)
Representacidén esquemdtica de las mutaciones generadas en
el elemento NHE III. (B) Las células 293T fueron
cotransfectadas con diferentes construcciones (10 pg/DNA
por milldén de células) y con los diferentes mutantes del
plésmido reportero px3.2 (1 pg por millén de células). (C)

Las lineas celulares indicadas en la figura fueron
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transfectadas con los distintos mutantes del reportero
px3.2 (1 ug por millén de células). Después de 24 hrs de la
transfeccién la actividad luciferasa se analizd como se ha
indicado anteriormente. CMV-Renilla (0,1 pg/ml por milldn
de células) fue utilizado como un control de la eficiencia
de la transfeccién. Los datos representan la media de dos

experimentos realizados por cuadruplicados.

EJEMPLOS DE REALIZACION
Ejemplo 1.- Identificacién y actividad biolégica de la
secuencia GSE 24.2
1.1.- Identificacién de la secuencia GSE denominada 24.2

La resistencia a quimioterapia es una de las mayores
limitaciones en el tratamiento del céncer. Con el fin de
estudiar los mecanismos de resistencia a cisplatino se
aislaron secuencias de una libreria de cADN que conferian
resistencia a cisplatino por medio de un rastreo de
elementos supresores génicos. Esta metodologia descrita
previamente (Roninson et al., 1995) consiste en la
expresién de construcciones de cADN de una libreria de
placenta humana, normalizada para igualar la abundancia en
expresién de genes. Se aislaron cerca de 100 clones
diferentes que conferian resistencia a cisplatino. Tras
amplificar los insertos de cDNA, se subclonaron en el
plasmido pLNCX y se transfectaron de nuevo para
asegurarnos de que conferian resistencia. Uno de estos GSEs
era un fragmento de 165 pb denominado 24.2 (ver SEQ ID NO1)
que correspondia con una secuencia interna de la disquerina

humana.
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1.2.- Viabilidad de las lineas celulares 293T: pLNCX y 24.2
frente al cisplatino y activacidén de las vias mediadoras de
muerte celular JNK y p38

El plésmido pLNCX24-2 conteniendo el GSE del mismo
nombre se transfectd de forma estable en las células 293T y
como control se transfectd el vector vacio pLNCX. Tras
verificar por PCR, que la linea celular 24.2 contenia este
inserto (datos no mostrados) se procedid a estudiar la
respuesta a cisplatino realizando una curva de viabilidad
con este farmaco. En la figura 2a se muestra la curva de
viabilidad de las dos lineas celulares frente a distintas
dosis de cisplatino después de 72 horas. En ella se observa
como las células que expresan el GSE 24.2 de forma estable
presentan una mayor viabilidad frente al cisplatino en
relacién a las que expresan el vector vacio, especialmente
a dosis bajas cercanas a la dosis de seleccidén de los GSEs.
JNK y p38 son MAPK activadas en respuesta a agentes
genotdxicos (Sanchez-Perez et al., 1998). La cinética de
activacién de estas dos proteinas en respuesta a cisplatino
esta relacionada con la capacidad de induccidn de la muerte
celular, por ello se estudié la activacidén de estas
quinasas en las dos lineas celulares (Figura 2b) y se
observd gue se requiere una mayor dosis de cisplatino para
activar ambas quinasas en aquellas células que expresan de
manera estable el GSE 24.2 suglriendo que la expresidn del
GSE 24-2 atentia la sefial de dafio celular que activa ambas
quinasas.
1.3.- Viabilidad de las lineas celulares 293T: pLNCX, DSK
(Gene Bank NM 001363.2), DSK-5’ y 24.2 frente al cisplatino

Con el fin de estudiar si la sobreexpresién de la
disquerina podria reproducir el aumento de la viabilidad
celular frente al cisplatino inducido por el GSE 24.2 se

generd una linea celular que sobreexpresaba de manera



10

15

20

25

30

WO 2007/090911

40

estable el cDNA completo de la disquerina (pLNCX DSK)
También se transfectdé una construccién conteniendo un
fragmento de la disquerina descrito en la‘Figura 3 a) que
incluye la secuencia del GSE 24.2 con el fin de estudiar si
el efecto es exclusivo de la regidén comprendida en el 24.2
o de una regidén mayor de la disquerina (pLNCX DSK-5"). La
Figura 4 muestra la curva de viabilidad de las cuatro
lineas celulares frente a distintas dosis de cisplatino. En
ella se observa como las células dque expresan la
construccidén 24.2 (SEQ ID NOl) de forma estable presentan
una mayor viabilidad frente al cisplatino comparada con las
que expresan el vector vacio, la disguerina completa (DSK)
o el fragmento 5’ de la disquerina (SEQ ID NO3). Por lo que
podemos decir que el aumento de la viabilidad frente a
cisplatino estd restringido a la secuencia de cDNA
comprendida en el fragmento GSE 24.2.

1.4.- Actividad telomerasa de las lineas celulares pLNCX y
24 .2 tratadas con cisplatino

Como ya se ha dicho anteriormente el cisplatino inhibe
la actividad telomerasa por un mecanismo aun sin definir.
Como el GSE 24.2 se corresponde con una secuencia interna
de la disquerina y esta forma parte del complejo
ribonucleoproteico de la telomerasa, se estudid el efecto
del cisplatino sobre la actividad telomerasa en la linea
celular que expresaba el GSE 24.2 y si este efecto variaba
con respecto a la linea celular que exXpresa en vector
vacio.

Para ello se realizd un ensayo de actividad telomerasa
utilizando el método TRAP con las lineas celulares pLNCX y
PLNCX24.2 (Figura 5) pretratdndolas durante 3 dias con 0.5
pg/ml de cisplatino, tras lo cual se tratd con 3 pg/ml de
cisplatino durante 3 y 7 dias. El tratamiento durante tres

dias se realizé ya que estaba descrito que un inhibidor
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especifico de telomerasa necesitaba actuar durante este
tiempo para una inhibicién eficiente del enzima (Kim et
al., 2003), (Bednarek et al., 1999), (Gowan et al., 2002).
El tratamiento de 7 dias en las células 293T pLNCX provocd
inhibicién de la actividad telomerasa, mientras que para la
linea celular 24.2 no se observé inhibicién a ese tiempo.
(Figura 4). Se puede concluir que la expresién del GSE 24.2
confiere resistencia a la inhibicién de la actividad
telomerasa provocada por el cisplatino y probablemente esta
inhibicién sea responsable de la mayor capacidad de
supervivencia de estas células al farmaco.
1.5.- Efecto del inhibidor de la Telomerasa I en células
PLNCX y 24.2

£l Inhibidor de la Telomerasa I es un compuesto que
forma G-quadruplex en los teldémeros inhibiendo la actividad
telomerasa (Thompson et al., 1997). Se quiso estudiar el
efecto del GSE 24.2 frente al inhibidor de la telomerasa I.
Para ello se realizd una curva de viabilidad en la que las
lineas celulares ©pLNCX y 24.2 fueron tratadas con
concentraciones crecientes de inhibidor de la telomerasa I
(0-20 pM) durante 72 horas. En la Figura 6a) se observa
como las células 24.2 son mids resistentes al inhibidor de
la telomerasa I que las parentales. Para comprobar si esta
proteccién iba acompafiada de cambios en la sensibilidad en
la actividad telomerasa se estudié dicha actividad en las
células pLNCX y pLNCX24.2 tratadas con distintas dosis de
Inhibidor de la telomerasa I durante 3 dias (Figura 6b). Se
observa como la inhibicién de la actividad telomerasa en la
linea celular pLNCX es mayor gue en las células pILNCX 24.2.
También se estudié la actividad telomerasa tratando las
células pLNCX y pLNCX 4.2 con una dosis (5 uM) yen varios
tiempos (0-5 dias. Figura '6c) en este caso también se

demostré que las células pLNCX24.2 necesitan una mayor

PCT/ES2006/070152



10

15

20

25

30

WO 2007/090911

42

exposicién al inhibidor para que haya disminucidén de la
actividad telomerasa. Por tanto, los efectos observados
para la actividad telomerasa y supervivencia celular en
ambas lineas celulares son comunes para cisplatino y el
inhibidor de la telomerasa I sugiriendo que el fragmento
GSE 24.2 podria tener un papel importante en el
mantenimiento de la estructura de los teldmeros, al menos
en parte, vya que es capaz de prevenir la inhibicién
provocada por el inhibidor I de la telomerasa.
1.6.- Efectos de cisplatino en los niveles de expresidén de
hTR, hTERT y Disquerina en las lineas celulares pLNCX y
24.2

Una de las explicaciones a la menor sensibilidad de
las células pLNCX24.2 a cisplatino podria ser un cambio en
los niveles de alguno de los componentes del complejo de
telomerasa. Por tanto se estudiaron los niveles de
expresidén de distintos genes implicados en el complejo de
la telomerasa y el efecto que tenia el cisplatino sobre su
expresidén. Para ello se pretrataron las células pLNCX y
PLNCX 24.2 con 0.5 ng/ml y se trataron con 3 pug/ml de
cisplatino durante 3 vy 7 dias. Utilizando oligos
especificos para hTR, hTERT y disquerina se estudiaron los
niveles de expresién de estos genes y el efecto del
cisplatino sobre dicha expresidn. Se pudo comprobar que el
cisplatino no tiene ninglin efecto sobre la expresidén de la
disquerina y hTR (Figura 7), en camblo se puede observar
como tras 3 dias de tratamiento hay una disminucién en la
expresidén de hTERT en las células pLNCX; en cambio en las
células PLNCX 24.2 no hay disminucién de la expresidn hasta
los 7 dias de tratamiento. Por tanto, las células pLNCX
24.2 necesitan una mayor exposicién al cisplatino para que
se observe inhibicién de la expresién de hTERT. Este cambio

en la sensibilidad a cisplatino podria explicar al menos
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parcialmente la diferencia en sensibilidad en los ensayos
de actividad telomerasa.
1.7.- Efecto de la expresién del GSE 24.2 y fragmentos Trub
I y Trub II tanto de forma estable como transitoria sobre
la actividad del promotor de hTERT

Puesto gque se observaron cambios en los niveles de
expresién de hTERT en las células que expresaban el péptido
GSE 24.2 en respuesta a cisplatino se decidid estudiar si
la expresidén de la secuencia GSE 24.2 y secuencias de
fragmentos del mismo - que contienen el dominio Trub I (SEQ
ID NOl1ll) y Trub II (SEQ ID NO 13) - tenian algan efecto
sobre la actividad del promotor de hTERT. El dominio TRUB
pseudouridina sintasa de la disquerina comprende dos
subdominios estructurales: motivo Trub I y II (Zucchini et
al., 2003). Estos dos dominioé son criticos para mantener
la estructura proteica global de la disquerina. Ademés, el
motivo II contiene al menos un residuo (aspl25) esencial
para la actividad enzimdtica. Para ello se transfectd el
vector reportero hTERT-luc que contiene una secuencia de
3402 pb (Song et al., 1999) del promotor de hTERT humano en
las lineas celulares: pLNCX 24.2 y pLNCX. En la Figura 8a)
se puede observar como en la linea celular pLNCX 24.2 1la
actividad del promotor de hTERT es mayor que en las células
que expresan el vector vacio (pLNCX). Se llevdé a cabo el
mismo experimento expresando el GSE 24.2 de forma
transitoria en las células 293T (Figura 8b) y se pudo
observar comoc la expresién del GSE 24.2 de forma
transitoria también aumenta la actividad del promotor de
hTERT en relacidén a las células transfectadas con el vector
vacio. Por otro lado, este experimento se llevd a cabo con
los dos fragmentos del GSE 24.2 que contienen cada uno de
los dominios Trub I (SEQ ID NOll) y Trub II (SEQ ID NO13),

respectivamente, con el objeto de identificar la secuencia
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menor con actividad similar a la del fragmento GSE 24.2
(Figura 8c). Los resultados muestran que la secuencia
contenida en el GSE 24.2, las secuencias con dominios TruB
actdan activando la expresidén del promotor de hTERT.

Ademés, se subclond la secuencia del gene CBEFS5 de la
levadura S. cerevisiae CBF5, secuencia equivalente a la de
GSE24-2 (Figura 3b) en el vector pLNCX, y se observd que la
expresién de dicha construccidén incrementaba ademas la
actividad de hTERT, pero no la del promotor hTR (datos no
mostrados), indicando un alto grado de conservacién
funcional en la actividad de este dominio de la disquerina.
1.8.- Efecto de la expresién del GSE 24.2 sobre el promotor
de hTERT en células tratadas con cisplatino.

Tras observar que la expresién del GSE 24.2 retrasaba
la inhibicién de la expresién de hTERT inducida por el
cisplatino se estudié si el tratamiento con cisplatino
tenia algin efecto sobre el promotor de dicho gen y si la
expresién del GSE 24.2 influiria sobre éste. Para ello, se
transfectaron las células pLNCX y pLNCX 24.2 con el vector
reportero hTERT-luc. 24 horas después de la transfeccidén se
trataron con 3 pg/ml de cisplatino durante 8 horas y se
ensayé la actividad telomerasa (Figura 9a). Se puede
observar como en las células pLNCX 24.2 hay una induccidn
de 4 veces sobre la actividad del promotor de las células
PLNCX tras el tratamiento con cisplatino. Se realizd el
mismo experimento expresando el GSE 24.2 de forma
transitoria y comparandolas con las células 293T
transfectadas con el vector pLNCX vacio. En este caso la
actividad de las células que expresaban el GSE 24.2, era

mayor que la basal tras el tratamiento con cisplatino.

Ejemplo 2.- El fragmento NHEIII del promotor del gen c-MYC
es la diana del péptido GSE 24-2.
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El promotor hTERT contiene dos reglones E-boxes
(CACGTG), puntos de unién a heterodimeros myc/max (Oh et
al., 1999; Wu et al., 1999) asi como cinco regiones spl.
Para estudiar si la activacién del promotor de hTERT por
parte del péptido GSE24-2 se lleva a cabo a través de este
E-box, se realizdé una transfeccidén de una molécula hibrida
que contiene este dominio de unién a DNA de c-myc y el
dominio de transactivacién de mad, que fue capaz de inhibir
la unién a esta caja E-box, inhibiendo la transcripcidn
dependiente de c-myc. Se llevdé a cabo una transfeccidn de
las células control y de células que expresan la proteina
disquerina (DKC) y el péptido GSE24-2 con cantidades
incrementales de dicha molécula hibrida. La expresién de la
proteina de fusién mad/myc inhibid la actividad basal del
promotor hTERT de forma dependiente de la dosis, tanto en
el -grupo control como en las células DKC. Mas aun, la
expresién de la proteina de fusidn myc/mad fue capaz de
blogquear la transcripcién mediada por el péptido GSE 24.2
en las células GSE24-2, indicando que la activacidén de la
transcripcién hTERT inducida por GSE 24-2 es dependiente de
c-myc (Figura 11b). Esta inhibicién fue especifica ya que
la transfeccién de la construccién myc/mad conjuntamente
con un promotor dependiente de NFkB (HIVLuc) no afectd la
transcripcién después de la estimulacién con TNFO en
ninguna de las lineas celulares (Figura 1llc).

La transcripcién del gen c-myc es controlada por dos
distintos promotores y parece dJue es reprimida por un
dominio hipersensible a DNAsa localizado entre el promotor
PO y Pl (NHEIII). Asi, se utilizaron cuatro diferentes
construcciones conteniendo 3.2 Kb. del punto de inicio de
transcripcién de c-myc unida al gen luciferasa (Figura
12a). Este plasmido (px3.2myc) fue transfectado en las

células control y en las células GSE24-2 observando un
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incremento de tres veces en la actividad en el ultimo grupo
de células (Figura 12b). Un resultado similar se obtuvo al
transfectar células en células 293T con el vector pLNCX
vector o con el plasmido que expresa el péptido GSE 24-2
conjuntamente con el reportero px3.2ZmycC (Figura 12c¢).

Ambos resultados indicaron que este fragmento interno
de la disquerina (GSE 24-2) fue capaz de activar la
transcripcién del gen c-myc. Este factor de transcripcién,
c-myc, por tanto deberia activar la transcripcidén de hTERT.
Asi, se utilizaron tres mutantes deleccionados en . el
promotor de c-myc para definir la regidn necesaria para que
el péptido GSE24-2 lleve a cabo su actividad inductora. De
todos los mutantes utilizados, sdélo aquellos que contiene
la regién distal de los promotores Pl y PO, que incluyen el
dominio NHEIII, fueron capaces de mantener la transcripcidbn
en las células GSE24-2 pero no en las células control
(Figura 12d), indicando que la regidn proximal del promotor
P2 no es necesario para la actividad del péptido GSkE24-2.

Dado que la regién NHEIII ha sido descrita como
inhibidor de la transcripcién de c-myc, se construyeron
varios mutantes de la regién NHEIII mediante modificacidn
de Guaninas de la regién rica en purinas. Las 27 Guaninas
presentes en la regidén de NHEIII estan involucradas en el
mantenimiento de la estructura secundaria de los G-
cuadruplexos de la regidén rica en purina (Pu27)) . Se mutd
la Gl2A que se encuentra en la segunda guanina del segundo
cuarteto, la GL7A en el segundo triplete de Guaninas ¥y
finalmente dos Guaninas consecutivas (G26A/G27A) al final
de la regién rica de purina (Figura 13a). Estas
construcciones promotoras fueron transfectadas en células
que expresan ya sea el vector vacio, © los wvectores que
contienen la proteina DKC o el péptido GSE24-2. Los

resultados indican gque Unicamente el promotor WT px3,2 myc
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fue capaz de ser activado cuando se transfectd con GSE24-2.
L,os tres mutantes de la regidn Pu27 fueron activados
mediante GSE24-2, aunque en niveles muy bajos (Figura 13Db).

Interesantemente la transfeccidén del doble mutante de
G en las células control o que expresan DKC fue capaz de
mostrar una actividad incrementada en el promotor,
indicando que esta regidén es importante para mantener una
conformacién represora del promotor. Resultados similares
se obtuvieron en ensayos de transfeccidn transitorias en
células 293T cuando se transfectaron los distintos mutantes
con el vector vacio, con la proteina DKC o el péptido GSE
24-2 (Figura 13c). En conjunto estos resultados sugieren
que el péptido GSE24-2 es capaz de modificar la estructura
secundaria de la regién Pu27 regidén hacia una conformacidn

activa, permitiendo asi la transcripcidén del gen c-myc.

Ejemplo 3.- Expresién del GSE 24.2 en células de pacientes
de disqueratosis congénita ligada al cromosoma X y en
células VAl3.

Puesto que en la disqueratosis congénita ligada al
cromosoma X hay defectos en la actividad telomerasa, con
bajos niveles de RNA de telomerasa, se probd el efecto de
la expresién de este GSE 24.2 en células de pacilentes con
disqueratosis congenita. Para ello, se transfectd con el
vector GSE 24.2 o con el vector vacio células de pacientes
de disqueratosis congénita (DC-1, DC-2, DC-3) y células de
la madre portadora (DC-C) disponibles comercialmente. Estas
células son mortales y normalmente envejecen en cultivo. 24
horas después de la transfeccidén se midié la actividad
telomerasa y se observd, tanto en las células de la madre
portadora como en las de los pacientes de disqueratosis
congénita, wun aumento de la actividad telomerasa al

expresar el fragmento GSE 24.2 (Figura 10a). Curiosamente,
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no se observd un incremento de la actividad telomerasa
mediante la expresién de la disquerina completa (datos no
mostrados) . Por otro lado, los niveles de hTR son bajos en
las células DC que expresan una forma mutada del gen de la
disquerina (Mochizuki et al., 2004). Se investigd si este
aumento en la actividad era consecuencia de un aumento en
la expresién de alguno de los componentes del complejo
telomerasa, hTERT y hTR. Para ello se hizo un ensayo de RT-
PCR 24 horas después de la transfeccidédn utilizando oligos
especificos de hTER h y hTR. (Figura 10b) y en ambos casos
se observa un aumento en los niveles de expresidn tras la
expresidn del GSE 24.2.

Mas aun, la expresién del péptido de la invencidn
GSE24~2 en la linea celular deficiente de telomerasa VAl3
(Cesare and Griffith, 2004), fue capaz de recuperar la
actividad telomerasa (Figura 10c), y la expresidén de los
RNAs de hTERT y hTR (Figura 10d). En esta linea celular, la
expresidén del motivo I del péptido GSEZ24-2 (con una menor
eficiencia), y el fragmento del gen CBF5 de levadura ademéas
activé el promotor hTERT (Figura 10e). En conjunto los
resultados indican que la expresidén del péptido GSE24-2 fue
capaz de recuperar la actividad telomerasa en ambas lineas

celulares.
MATERIALES Y METODOS

Construcciones y lineas celulares. Las lineas celulares de
pacientes de Disqueratosis congénita ligada al cromosoma X
se obtuvieron del Corriel Cell Repository y mantenidas en
RPMI 20% FBS. La linea VALl3 fue obtenida de Dr. M Serrano.
La familia DKC fue descrita clinicamente (Sirinavin et al.,
1975; Trowbridge et al., 1977) y los individuos afectados

presentan sustitucidén de wun aminodcido T66A (datos no
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mostrados) (DC-1, DC-2, DC-3). La linea celular de la madre
portadora (DC-C) expresa un ARN mensajero sin mutacidn
(datos no mostrados). Estas células se crecieron en RPMI
(Gibco) suplementado con 20% de suero fetal bovino (Gibco)
y 2 mM de Glutamina.

La construccién DSK contiene el cDNA completo de la
disquerina humana y la construccidén DSK 5° (SEQ ID NOS5)
contiene los primeros 500 nucledétidos de la disquerina
humana. Ambas construcciones al igual que el GSE 24.2 (SEQ
ID NOl) se clonaron en el sitio Clal del plasmido pLNCX (BD
Biosciences Clontech).

Las células derivadas de pacientes con DC y su
respectivo control fueron transfectadas de forma
transitoria mediante electroporacidén utilizando 3 pg de la
construccidédn pLNCX o pLNCX 24.2 por millén de células.

La linea celular 293T se obtuvo del American Type
Culture Collection y las células se crecieron en DMEM
{(Medio de Cultivo Fagle modificado por Dulbeco) (Gibco)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco) y 2 mM
de Glutamina. Esta linea celular se transfectd de forma
estable utilizando el método de cloruro cdlcico, 10 ng de
plédsmido por millén de células. Estas células se
cotransfectaron con pBABEpur 1 pg de vector por milldén de
células. 24 horas después de la transfeccidédn las células
fueron tratadas con puromicina para seleccionar c¢lones
estables. Se confirmé que las células expresaban el
fragmento GSE 24.2, de forma estable mediante PCR del ADN
gendmico (Datos no mostrados).

La construccién hTERT-luc fue clonada en el plasmido
pPGL3 basic (Promega) y ha sido cedida por Tae Kook Kim (Kim
et al., 1999).
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Farmacos. Tanto el cisplatino como el Inhibidor de la
Telomerasa I se obtuvieron de Calbiochem y se usaron a las

dosis indicadas en cada figura.

Ensayo de actividad telomerasa basado en el método TRAP
(Wright et al., 1995). La actividad telomerasa se midid
usando el kit de deteccidédn de telomerasa TRAPeze (Intergen)
de acuerdo al manual de instrucciones. Se cuantificéd la
concentracién de proteina de cada extracto mediante el
método Bradford usando el reactivo de BIORAD y tras
realizar una PCR seguin las instrucciones del manual, con
los productos de reaccidén se realizd una electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes y

tras ello se tifd durante 30 minutos con bromuro de Etidio.

Extraccién de proteina total. Las células se lisaron
después de lavarlas con PBS para eliminar restos de medio.
El buffer de lisis se prepard de acuerdo con protocolos
estadndar y se afiadieron los inhibidores de proteinas: ABSF,
ortovanadato, Leupeptina, pepstatina A, aprotinina y DTT
(Sigma). Posteriormente los extractos fueron centrifugados
a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se recuperd el
sobrenadante. El contenido de proteina total se determind

mediante el método Bradford usando el reactivo de BIORAD.

Western Blot y anticuerpos. 20 pg de proteina se separaron

en geles SbS-poliacrilamida, posteriormente se
transfirieron a membranas de Immobilon-P (Millipore)
mediante transferencia en humedo. Las membranas se

bloquearon en una solucién de BSA al 5% & en 5% de leche
desnatada en TBS (20 mM Tris-HCL pH 7.5, 150 mM NaCl) 0,1 %
Tween-20 (Sigma). Las membranas se incubaron con los

correspondientes anticuerpos. Los anticuerpos secundarios
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utilizados fueron anti-ratén/conejo (Biorad), conjugado
directamente con peroxidasa. La deteccién se realizd
mediante el método ECL (Pharmacia) como indica el manual de
instrucciones.

Los anticuerpos utilizados para los ensayos fuero:
anti-pJNK (V7391, Promega), anti-JNKI1 (C~17, Santa Cruz
Biotechnologies), anti p-P38 (c20, Santa Cruz

technologies) .

Expresién de genes mediante RT-PCR. La extraccidén del ARN
total de las células se realizé usando el reactivo Trizol
(Life technologies) siguiendo las instrucciones de
fabricante. En cada reaccién 2 pg de ARN total fue
transcrito a cDNA usando la transcriptasa reversa M-Mlv
(Promega) .
Los oligos utilizados fueron los siguientes:
Oligo A: 5'-CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA-3"' (SEQ ID NOS) y
Oligo B: 5'- GGATGAAGCGGAGTCGGA -3 (SEQ ID NO6) para
hTERT;
Oligo C: 5'- TCTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTAG —-3' (SEQ ID NO7) y
Oligo D: 5'- GTTTGCTCTAGAATGAACGGTGGAAG -3' (SEQ ID NO8)
para hTR;
Oligo E: 5’- ATGGCGGATGCGGAAGTAATT- 3’ (SEQ ID NO9) vy
Oligo F: 5’- CCCCTTCAATAGCATTGTGC - 3’ (SEQ ID NOC10) para
Disquerina

Las condiciones de PCR para la amplificacidén de hTERT
fueron las siguientes: 94°C, 45s; 60°C, 45s; 72°C, 90s
durante 31 ciclos. Las condiciones de PCR para hTR fueron:
94°C, 45 segundos; 55°C, 45 segundos; 72°C, 90 segundos
durante 28 ciclos. Las condiciones para la disquerina
fueron: 94°C 40 segundos, 60°C 60 segundos, 72°C 120
sequndos durante 28 ciclos (Zhang et al., 2002).

PCT/ES2006/070152
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Ensayo luciferasa. La regulacidén transcripcional de hTERT
se midié mediante el gen reportero Luciferasa, precedido de
una secuencia de 3402 pb del promotor de hTERT. A las 24
horas de la transfeccién, las células se lisaron con el
tampén comercial Reporter Lysis Buffer (Promega). Los
lisados celulares se centrifugaron y con 10 ug de proteina
del sobrenadante se cuantificé la expresidédn de luciferasa
usando un lumindémetro Berthold. Como control de
transfeccidén se usdé una construccidn del promotor de CMV
seguido del gen renilla. La actividad luciferasa expresa
por microgramo de ©proteina y se normaliza con la

luminiscencia de la renila en el mismo extracto.

Curvas de crecimiento. La viabilidad celular se estudid
mediante la técnica del cristal violeta. Las células se
sembraron en placas de 24 pocillos y se trataron con
diferentes concentraciones del féarmaco correspondiente,
indicadas en las figuras. Tras 72 horas de incubacién se
fijaron las células con 1% de glutaraldehido, durante 15
minutos y tras ser lavadas con PBS, se tifieron con 0,1% del
colorante cristal violeta. El1 colorante asociado a las
células se desprendidé con una solucién de &cido acético al
10%. E1 numero de células se determind estimando la
absorbancia a 595 nm. En las figuras se muestra el % de
viabilidad con respecto a las células sin tratamiento,

representandose la media de 2 experimentos realizados en

cuatriplicado con sus desviaciones correspondientes.

Mutagénesis dirigida. Las mutaciones puntuales de guanina
en la regién NHEIII del promotor del gen c-myc, px3.2, se
llevaron a cabo usando el Kit de mutagénesis dirigida de
Quickchange X-I (Strategene) de acuerdo a las instrucciones

del fabricante.
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REIVINDICACIONES
1.- Compuesto inductor o activador de la actividad
telomerasa caracterizado porque es una Secuencia de
nucledétidos GSE 24.2 de la disquerina o porque es la
secuencia proteinica o peptidica codificada por dicha
secuencia de nucledtidos.
2.- Secuencia de nucledtidos segln la reivindicacidén 1
caracterizada porque permite la expresién de una proteina o
péptido inductor de la recuperacidén de la actividad
telomerasa en el interior de las células de un mamifero,
preferentemente humanas, y porque estd constituida por una
o varias secuencias de nucledtidos pertenecientes al
siguiente grupo:
a) una secuencia de nuclebdtidos constituida por
una secuencia de nucledtidos GSE 24.2 humana
(SEQ ID NO1),
b) una secuencia de nuclebétidos andloga a la
secuencia de a),
c) un fragmento de una cualquiera de las
secuencias de a) y b), vy
d) una secuencia de nucledtidos, construccidn
genética, que comprende una secuencia
cualgquiera perteneciente de a), k) y c).
3.- Secuencia de nucledtidos segun la reivindicacién 2
caracterizada porque es una secuencia de DNA, cDNA o mRNA.
4.- Secuencia de nucledtidos segin la reivindicacidén 2
caracterizada porque la secuencia de GSE 24.2 de a) estéd
constituida por la SEQ ID NO1.
5.- Secuencia de nucledtidos segin la reivindicacién 2
caracterizada porque la secuencia GSE 24.2 de b) esté
constituida por la SEQ ID NOl1ll é la SEQ ID NO13.
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6.- Construccidén genética caracterizada porgque comprende
una o varias de las secuencias de nucleétidos segin las
reivindicaciones 3 a la 5.
7.- Vector de expresidén caracterizado porque comprende una
secuencia de nucledétidos segun las reivindicaciones 3 a la
5 6 una construccién genética seglin la reivindicacién 6.
8.- Vector de expresidén segin la reivindicacién 7
caracterizado porque el vector expresidén es el plasmido
PLNCX 24.2.
9.- Proteina o péptido caracterizado porque induce la
actividad telomerasa en el interior de las células de un
mamifero, preferentemente humanas, y porque comprende una o
varias secuencias de aminocdcidos pertenecientes al
siguiente grupo:
a) una secuencia de aminodcidos constituida por una
secuencia de aminodcidos GSE 24.2 humana (SEQ ID
NOC2),
b) una secuencia de amincadcidos andloga a la
secuencia de a),
¢) un fragmento de una cualquiera de las secuencias
de a) y b), vy
d) una secuencia de aminoAcidos que comprende una
secuencia cualquiera perteneciente de a), b) vy
c).
10.- Proteina segtn reivindicacién 9 caracterizado porque
la secuencia de aminodcidos de a) estd constituida por la
SEQ ID NO2.
11.- Proteina segin reivindicacidén 9 caracterizado porque
la secuencia de aminodcidos de c¢), es la SEQ ID NO12 6 la
SEQ ID NO14.
12.- Células, eucariotas - preferentemente humanas - o
procariotas modificadas genéticamente caracterizadas porque

comprenden la secuencia de  nucleétidos segun las
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reivindicaciones 2 a la 5, la construccidén segun la
reivindicacién 6 o el vector de expresidén segin las
reivindicaciones 7 y 8 y donde puede expresarse de forma
adecuada el péptido o proteina segin las reivindicaciones 9
a la 11.
13.- Célula segtn la reivindicacidén 12 caracterizado porque
es una célula humana.
1l4.- Uso del compuesto  inductor, la secuencia de
nucledtidos, la construccién, el vector, la proteina o la
célula segin las reivindicaciones 1 a 1la 13 en la
elaboracién de un medicamento o composicidén farmacéutica
para el tratamiento de una enfermedad causada por una
alteracién, preferentemente una reduccidn, de la actividad
telomerasa.
15.- Uso segin la reivindicacidédn 14 caracterizado porque la
enfermedad pertenece al siguiente grupo: envejecimiento o
aceleracidn del envejecimiento, enfermedades
neurodegenerativas y disgueratosis congenita.
16.~ Composicién farmacéutica o medicamento para el
tratamiento de enfermedades, desdrdenes o patologias que
cursan con alteraciones de la actividad telomerasa,
preferentemente una reduccidén de la actividad caracterizada
porque comprende un compuesto 6 agente capaz de recuperar
la actividad telomerasa segin la reivindicacién 1.
17.- Composiciédn farmacéutica seguin la reivindicacién 16
caracterizado porque el compuesto o agente inductor de la
actividad telomerasa pertenece al siguiente  grupo:
secuencia de nucleétidos, construccién genética, vector de
expresidn, proteina o célula segin las reivindicaciones 2 a
la 13.
18.~ Composicién farmacéutica segtn la reivindicacidén 17
caracterizado porque el compuesto es una o varias

secuencias pertenecientes al siguiente grupo:
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a) una secuencia de nucledtidos constituida por
una secuencia de nucledtidos GSE 24.2 humana
(SEQ ID NO1),
b) una secuencia de nuclebdtidos andloga a la
secuencia de a),
c) un fragmento de una cualquiera de las
secuencias de a) y b), y
d) una secuencia de nucledtidos que comprende una
secuencia cualguiera perteneciente de a), b) y
c).
19.- Composicidn farmacéutica seglin la reivindicacidén 18
caracterizada porque la secuencia de nucledtidos de a) es
la secuencia de nucledétidos SEQ ID NOL.
20.- Composicidén farmacéutica segun la reivindicacién 18
caracterizada porque la secuencia de nucledétidos de c) es
la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO1l & SEQ ID NO 13.
21.- Composicién farmacéutica segun la reivindicacidén 17
caracterizada porgue el compuesto es una construccidn
genética segin la reivindicacién 6.
22.- Composicidén farmacéutica seguin la reivindicacidn 17
caracterizada porque el compuesto es un vector de expresidn
segun las reivindicaciones 7 y 8.
23.- Composicién farmacéutica segln la reivindicacidén 22
caracterizada porque el vector es el pléasmido pPLNCX 24.2.
24.- Composicidbén farmacéutica segin la reivindicacidn 17
caracterizada porque el compuesto es una proteina seglin las
reivindicaciones 9 a la 11.
25.- Composicidén farmacéutica segun la reivindicacidén 24
caracterizada porque la proteina pertenece al siguiente
grupo:
a) una secuencia de aminodcidos constituida por
una secuencia de aminodcidos GSE 24.2 humana

(SEQ ID NO2),
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b) una secuencia de aminodcidos andloga a la
secuencia de a),
c) un fragmento de una cualquiera de las
secuencias de a) y b), y
d) una secuencia de aminodcidos que comprende una
secuencia cualquiera perteneciente de a), b) y
c) .
26.—- Otra realizacién particular de la presente invencidén
lo constituye la composicidén farmacéutica de la invencién
en la que la secuencia de aminodcidos de a) es la secuencia
SEQ ID NO2.
27.- Otra realizacién particular de la presente invencidn
lo constituye la composicidén farmacéutica de la invenciédn
en la que la secuencia de amincacidos de ¢) es la secuencia
SEQ ID NOl2 y SEQ ID NO14.
28.- Composicién farmacéutica segin la reivindicacién 17
caracterizada porque el compuesto es una célula,
preferentemente humana, transformada por la secuencia,
construccién o vector segin las reivindicaciones 2 a la 8.
29.- Uso de la composicién farmacéutica seglin las
reivindicaciones 16 a la 25 en un método de tratamiento o
profilaxis de un mamifero, preferentemente un ser humano,
afectado por una enfermedad, desorden o patologia que cursa
con alteraciones, preferentemente una reduccidn, de 1la
actividad telomerasa consistente en la administracién de
dicha composicién terapéutica en dosis adecuada que permita
la recuperacidén de la actividad telomerasa en el interior
de sus células.
30.- Uso de la composicidén farmacéutica segin 1la
reivindicacién 29 caracterizado porque la enfermedad que
cursa con alteraciones de 1la actividad telomerasa que
afecta a seres humanos, pertenece al siguliente grupo:

envejecimiento o aceleracién del envejecimiento,
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enfermedades neurodegenerativas, disqueratosis congenita,
Cri du chat, ataxia gelangiectasia, el Sindrome de Nijmegen
breakage, el Sindrome de Bloom, el Sindrome de Werner,
anemia de Fanconi, colitis ulcerosa, envejecimiento
vascular, arteriosclerosis y cancer.
31.- Uso de 1la composicién farmacéutica segtn la
reivindicacién 30 caracterizado ©porque la enfermedad
neurodegenerativa pertenece al siguiente grupo: enfermedad
de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, ataxia cerebelosa y
degeneracién de médula espinal.
32.- Uso de la composicién farmacéutica segtn la
reivindicacién 30 caracterizado porque la enfermedad es el
céncer.
33.- Uso de la composicién farmacéutica segun la
reivindicacién 30 caracterizado porque la disqueratosis
congénita es la disqueratosis congenita ligada al cromosoma

X 6 la disqueratosis congenita autosémica dominante.
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Listado de Secuencias
<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
<120> Secuencia GSE 24.2
<130> GSE 24.2
<160> 14

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 165
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1le5)

<223> Secuencia GSE 24.2

<400> 1

ggt ttc att aat ctt gac aag ccc tct aac ccc tct tece cat gag gtg 48
Gly Phe Ile Asn Leu Asp Lys Pro Ser Asn Pro Ser Ser His Glu Val

1 5 10 15

gta gcc tgg att cga cgg ata ctt cgg gtg gag aag aca ggg cac agt 96
Val Ala Trp Ile Arg Arg Ile Leu Arg Val Glu Lys Thr Gly His Ser
20 25 30

ggt act ctg gat ccc aag gtg act ggt tgt tta ate gtg tgc ata gaa 144
Gly Thr Leu Asp Pro Lys Val Thr Gly Cys Leu Ile Val Cys Ile Glu
35 40 45

cga gcc act cge ttg gtg aag 165
Arg Ala Thr Arg Leu Val Lys
50 55

<210> 2

<211> 55

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Gly Phe Ile Asn Leu Asp Lys Pro Ser Asn Pro Ser Ser His Glu Val
1 5 10 15

Val Ala Trp Ile Arg Arg Ile Leu Arg Val Glu Lys Thr Gly His Ser
20 25 30

Gly Thr Leu Asp Pro Lys Val Thr Gly Cys Leu Ile Val Cys Ile Glu
35 40 45
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Arg Ala Thr Arg Leu Val Lys
50 55

<210> 3

<211> 496

<212> DNA

<213> Homo sapiens

220>
<221> CDS
<222>  (1)..(495)

<400> 3

atg gcg gat gcg gaa gta att att ttg cca aag aaa cat aag aag aaa 48
Met Ala Asp Ala Glu Val Ile Ile Leu Pro Lys Lys His Lys Lys Lys

1 5 10 15

aag gag cgg aag tca ttg cca gaa gaa gat gta gcc gaa ata caa cac 96
Lys Glu Arg Lys Ser Leu Pro Glu Glu Asp Val Ala Glu Ile Gln His
20 25 30

gct gaa gaa ttt ctt atc aaa cct gaa tcc aaa gtt gct aag ttg gac 144
Ala Glu Glu Phe Leu Ile Lys Pro Glu Ser Lys Val Ala Lys Leu Asp
35 40 45

acg tct cag tgg ccc ctt ttg cta aag aat ttt gat aag ctg aat gta 192
Thr Ser Gln Trp Pro Leu Leu Leu Lys Asn Phe Asp Lys Leu Asn val
50 55 60

agg aca aca cac tat aca cct ctt gca tgt ggt tca aat cct ctg aag 240
Arg Thr Thr His Tyr Thr Pro Leu Ala Cys Gly Ser Asn Pro Leu Lys

aga gag att ggg gac tat atc agg aca ggt ttc att aat ctt gac aag 288
Arg Glu Ile Gly Asp Tyr Ile Arg Thr Gly Phe Ile Asn Leu Asp Lys
85 90 95

ccc tect aac cce tet tece cat gag gtg gta gec tgg att cga cgg ata 336
Pro Ser Asn Pro Ser Ser His Glu Val Val Ala Trp Ile Arg Arg Ile
100 105 110

ctt cgg gtg gag aag aca ggg cac agt ggt act ctg gat ccc aag gtg 384
Leu Arg Val Glu Lys Thr Gly His Ser Gly Thr Leu Asp Pro Lys Val
115 120 125

act ggt tgt tta atc gtg tgc ata gaa cga gcc act cge ttg gtg aag 432
Thr Gly Cys Leu Ile Val Cys Ile Glu Arg Ala Thxr Arg Leu Val Lys
130 135 140

tca caa cag agt gca ggc aaa gag tat gtg ggg att gtc cgg ctg cac 480
Ser Gln Gln Ser Ala Gly Lys Glu Tyr Val Gly Ile Val Arg Leu His
145 150 155 160

aat gct att gaa ggg g 496
Asn Ala Ile Glu Gly
165
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Ala
1

165
PRT
Homo sapiens

4

Asp Ala Glu

Lys Glu Arg Lys Ser

20

Ala Glu Glu Phe Leu

35

Thr Ser Gln Trp Pro

50

Arg Thr
65

Thr His Tyr

Arg Glu Ile Gly Asp

85

Pro Ser Asn Pro Ser

100

Leu Arg Val Glu Lys

115

Thr Gly Cys Leu Ile

130

Ser Gln
145

Asn Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Ser Ala

Ile Glu Gly
165

5
20
DNA

Val

Leu

Ile

Leu

Thr

70

Tyr

Ser

Thr

vVal

Gly
150

Ile

Pro

Lys

Leu

55

Pro

Ile

His

Gly

Cys

135

Lys

Artificial sequence

Oligo A para hTERT

5

Ile

Glu

Pro

40

Leu

Leu

Arg

Glu

His

120

Ile

Glu

Leu

Glu

25

Glu

Lys

Ala

Thr

Val

105

Ser

Glu

Tyr

3/6

Pro

10

Asp

Ser

Asn

Cys

Gly

90

Val

Gly

Arg

Val

Lys

val

Lys

Phe

Gly

75

Phe

Ala

Thr

Ala

Gly
155

Lys

Ala

Val

Asp

60

Ser

Ile

Trp

Leu

Thr

140

Ile

His

Glu

Ala

45

Lys

Asn

Asn

Ile

Asp

125

Arg

Val

Lys

Ile

30

Lys

Leu

Pro

Leu

Arg

110

Pro

Leu

Arg

Lys

15

Gln

Leu

Asn

Leu

Asp

95

Arg

Lys

Val

Leu

PCT/ES2006/070152

Lys

His

Asp

val

Lys

80

Lys

Ile

vVal

Lys

His
160
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cggaagagtg tctggagcaa

<210> 6
<211> 18
<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligo B para hTERT

<400> 6
ggatgaagcg gagtcgga

<210> 7
<211> 26
<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligo C para hTR

<400> 7
tctaacccta actgagaagg gecgtag

<210> 8
<211> 26
<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligo D para hTR

<400> 8
gtttgctcta gaatgaacgg tggaag

<210> ¢
<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> O0ligo E para disquerina

<400> 9
atggcggatg cggaagtaat t

<210> 10
<211> 20
<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligoc F para disquerina

<400> 10

4/6

PCT/ES2006/070152

20

18

26

26

21
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5/6
cccettcaat agcattgtge 20
<210> 11
<211> 54
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(54)
<220>
<221> misc_feature
<222> (4)..(50)
<223> Dominio Trubl
<400> 11
ggt ttc att aat ctt gac aag ccc tct aac ccc tect tec cat gag gtg 48
Gly Phe Ile Asn Leu Asp Lys Pro Ser Asn Pro Ser Ser His Glu Val
1 5 10 15
gta gcc 54
Val Ala
<210> 12
<211> 18
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Gly Phe Ile Asn Leu Asp Lys Pro Ser Asn Pro Ser Ser His Glu Val
1 5 10 15

Val Ala

<210> 13

<211> 75

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(75)

<220>

<221> nmisc_feature
<222> (4)..(50)

<223> Dominic Trub II

<400> 13
cac agt ggt act ctg gat ccc aag gtg act ggt tgt tta atc gtg tgc 48
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His Ser Gly

1

ata gaa cga
Ile Glu Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

14
25
PRT
Homo

14

His Ser Gly

1

Ile Glu Arg

6/6

Thr Leu Asp Pro Lys Val Thr Gly Cys Leu Ile Val Cys
5 10 15
gcc act cgc ttg gtg aag 75
Ala Thr Arg Leu Val Lys
20 25
sapiens

Thr Leu Asp Pro Lys Val Thr Gly Cys Leu Ile Val Cys
5 10 15

Ala Thr Arg Leu Val Lys
20 25
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Recuadro IT Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de buisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones por los siguientes motivos:

1. Las reivindicaciones n°%: 29-33
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:
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biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda.
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